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RESUMEN 
Se ha estdiado la respuesta a estrks por bajas temperaturas y dkficit hiQico en 
Gramheas nativas de regiones con climas contrastantes de la Argentina. El 
mode10 de trabajo se bas6 en el anasis comparative del metabolismo de 
hctanos y sacarosa en relacion con estreses abioticos en especies nativas de 
Patagonia y otras del mismo gbero adaptadas a regiones con climas mhs 
benignos. Bmmus pictus y Bromus auleticus, se compararon como especies 
patagonicas y del centro y norte de Argentina, respectivamente. Se andinunn 10s 
&cares que contienen hctosa en plantas control y tratadas. Se estudiaron 10s 
patrones de hctanos y se detenninb la composici6n de oligosac~dos de ambas 
especies. Se estudiaron las enzimas del metabolismo de sacarosa y hctanos. Se 
midieron la actividad de las enzimas SPS, SS, INV y SST. La actividad SST 
m d  aumentos constantes frente al e&s por frio en la especie patagonica. Se 
desarrollo un nuevo mktodo emimatico-colorimttrico para medir la actividad 
SST. Se estudiaron algunas propiedades bioquimicas de esta actividad 
parcialmente purificada de vktagos de B. pictus tratados a 4 "C. La actividad 
SST de Bromus pictus m o d  un pH optitno entre 5,5 y 6, no se satur6 a altas 
concentraciones de sacarosa y mantuvo el 55% de la actividad a 30°C en 
incubaciones realizadas a 0°C. Se realizaron estudios de homologia y expresion a 
partir de acidos nucleicos de plantas de B. pictus tratadas con bajas tern- 
utilizando sondas hetdlogas de la 6-SFT de cebada. Se demostro que en la 
especie patagonica hay secuencias homologas de ADN y ARN a las existentes en 
cebada. Por la tkcnica de RT-PCR se clon6 un fi-agtnento de 760 pb del ADNc de 
Bromus pzctus usando oligonucle6tidos especificos en zonas altamente 
conservadas en otros genes de hctosil transferasas. La comparaci6n de 
secuencias mostro una alta homologia con la 6-SFT de cebada, con otras enzimas 
del metabolismo de hctanos de mono y dicotiledoneas y con INV acidas de 
plantas. 

Low temperature and water stress treatments were assayed in plants of various 
species of Gramheae, belonging to different regions of Argentina. The 
experimental model was based in comparative studies of hctan and sucrose 
metabolism in relation with the abiotic stresses in native plants from Patagonia 
and other species of the same generous adapted to northem regions of Argentina 
with mild climatic conditions. Bromus pictus and Bromus auleticus were 
compared as patagonic and northern species respectively. Fructose-containing 
sugars were analysed. The fhctan pool was studied and oligosaccharide 
composition was determined. Sucrose and fiuctan enzymes were studied. SPS, 
SS, INV and SST were assayed in control and treated plants in both Bromus 
species. Increasing levels of SST activity were observed in patagonic plants 
exposed to low temperature. A novel enzymatic-colorimetric method to assay 
SST activity was developed. Some biochemical properties of SST activity 
partially purified from shoots of Bmmus pictus m e d  with low temperatures, 
were studied. SST activity of Bromus pictus has pH optimum between 5,5-6 , 
was non-saturated at high concentrations of sucrose and maintained high activity 
at 0°C. Southern and northern analysis were made with tissues of low 
temperature treated plants of Bromus pictus, using the ADNc of barley 6-SFT as 
a probe. Bromus sequences of DNA and RNA hybridised with the ADNc of 
barley. A ADNc hgment of Bromus pic- was cloned by RT-PCR using 
specific primers with high homology with plant fhctosyltransferases. Sequence 
comparison has shown a high homology of the ADNc hgment with the ADNc 


































Di6xido de Carbono. 
Desviacibn Esthdar 
Fructan Exo Hidrolasa 











Clorhidrato de Piridoxal. 
Hexosas-Fosfato. 
Cromatografia de Intercambio Ani6nico Acoplada a 
Detecci6n Amperomktrica de Pulsos. 















Electroforesis en geles desnaturalkntes de poliacrilamida 
con SDS. 




Sacarosa-Sacarosa Fructosil Transferasa 
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INTRODUCCION 
1 - Respuestrrs a estreses abi6ticos en plantas superiores 
La radiacion, la t e m p e m  el agua y 10s nutrientes son factores del medio 
ambiente que afectau el crecimiento y el desarrollo de las especies vegetales. La 
disttibucion de las plantas sobre la tierra depende, por lo tanto, de la existencia e 
intensidad de estos factores. 
Levitt (1972, 1980) define a 10s estreses ambientales como cambios en las 
condiciones del medio que reducen o cambian desfavorablemente el crecimiento 
o desarrollo de las plantas. 
Los estreses ambientales provocan en las plantas respuestas complejas y 
comtituyen un problema fundamental para la agricultura ya que influyen sobre la 
supervivencia y la productividad de 10s cultivos. Estas respuestas se manifiestan 
a nivel celular, fisiologico y del desarrollo (Levitt, 1980) y son rasgos 
polighicos, cuantitativos, controlados por un niimero de genes aditivos y 
probablemente sinkgicos (Bohnert y col., 1995). Se ha visto, por ejemplo, en 
estudios citogen&icos que diez de 10s veintitin pares cromosomicos en el trigo 
e& envueltos en la respuesta a las bajas temperaturas (Sutka y Vesz, 1988). 
Los genes inducidos bajo condiciones de estreses abioticos tales como las 
bajas temperatum y la sequia, parecen codificar proteinas que tienen funciones 
de protection celular y transduccion de seiiales, p r  ejemplo, proteinas 
constituyentes de canales de agua que alteran el potencial agua celular, enzimas 
requeridas para la sintesis de sustancias protectoras (&cares, prolina y betah), 
desaturasas lipidicas para modificar la composicion de las membranas celulares, 
proteinas protectoras como las de t i p  LEA (Late Embryogenesis Abundant), 
proteinas anticongelantes, chaperonas, proteinas que inte~enen en la expresibn 
de genes y la transduccion de seiiales, proteasas y enzimas detoxificantes como la 
catalasa y la ascorbato peroxidasa (Shinozaki y Shamaguchi-Shinozaki, 1998). 
Las ~ i e s  de plantas que crecen en regiones templadas o frias sdhm 
durante su ciclo de vida periodos de fiio. Estas plantas deben ajustarse a 
fiuctuaciones dieas y estacionales de temperatma. Frente a estos cambios 
responden en dos componentes principales: adaptacih y aclimatacibn. La 
adaptaci6n es naa respuesta gen6mica a largo plazo, cuyas mnsecuencias son 
estables y permanecen en la poblacibn por generaciones. La aclimataci6n 
c&tuye una respuesta inducida por cambios ambientales que genera una 
alteracibn fenotipica sin cambios en el complement0 genktico (Huner y col., 
1998). 
La aclimataci6n a las bajas tern- constituye un c o n ~ t o  de procesos 
bioquhicos y fisiolbgicos que se asocian a un inmemento de la tolerancia a1 Ho 
(Guy, 1990). Esta respuesta se genera a travCs de la eposicih de las plantas a 
temperaturas bajas sobre cero (chilling) y es un proceso a largo plazo que 
increments la supvivencia a temperaturas bajo cero en las plantas tolerantes. 
Dentro de las respuestas encontradas durante la aclimata56n al Ho se han 
descripto cambios en la composicion lipidica de las membranas celulmes 
(Hughes y Dunn, 19%), cambios en 10s patrones de proteinas solubles y de 
membrana (Guy, 1990), cambios en la composicibn iwemhitica de enzimas 
importantes en p e s o s  celnlares fundamentales, como la respiracibn y la 
fotoshtesis (Tomashow, 1990; Guy, 1990) y acumulacion de solutes compatibles 
(sacarosa, rafinosa, prolina) (Chattdon y col., 1987; Suzukj1989; Tognetti y 
col., 1990; Santoiani y col., 1993; Delauney, 1993; Bachman y col., 1994,1995). 
La productividad de 10s ecusistemas terrestres esth probablemente miis 
limitada por la sequia que por cualquier otro factor ambiental. La disminucion 
del potential apa del medio provoca en las p1antas detenci6n del aechiento, 
cierre de los estomas e inhibicibn de la fotosintesis (Salisbury y Ross, 1992). 
M u c h  de las respuestas bioquimicas observadas en fXo tambih ocurren 
durante la expsicibn de las plantas a dkficit hiQico ya que la h k b n  de hielo 
extraeelular durante la errposicibn a temperatunis bajo cero impone una fkrza 
dddmtdora  a la soluci6n no congelada intracelular. La formgci6n de hielo 
lleva a una r;ipida concentmci6n de los solutos extmcelulares y el cambio de 
potential quimico y osmotico provoca que el agua liquida se mueva hacia fbera 
de la &Ida (Guy, 1990). 
Se ha observado la acumulacion de solutos compatibles en &lulas de plantas 
sometidas tanto a estrCs por fiio como pur sequia. Varios autores han descripto la 
alteration bajo estas condiciones de 10s niveles de sacarosa y de polimeros 
relacionados, como 10s fructanos (levitt, 1980; Calderon y Pontis, 1985; Hendry, 
1987; Pressman y col., 1989; Hendry, 1993; Spollen y Nelson, 1994; Bachman y 
Keller, 1995; Pilon-Smits, 1995). 
En muchas Gramineas de climas templailos se ha observado la acumulaci6n de 
hctanos, polimeros de fructosa, cuando las plantas son expuestas a bajas 
temperaturas sobre cero. El increment0 en el contenido de estos polimeros de 
fructosa puede estar relacionado al proceso de aclimatacion a bajas temperaturas 
(Pontis, 1989; Tognetti y col., 1989; Santoiani y col. 1993; Equiza y col., 1997) o 
puede ser consecuencia de una baja demanda de fotosintatos durante estas 
condiciones (Pollock, 1984), sin excluir que ambos puedan estar sucediendo 
simultbeamente. 

1) Serie de la 1-kestosa: derivado del takachido que le da nombre y consiste en 
cadenas de fiuctosas unidas por enlaces 8-2,l. La 1-kestosa piirece ser ubicua en 
todas las especies que contienen fiuctanos (Wagner y Wiemken, 1987) 
2) Serie de la 6-kestosa: plimeros corrtendo residues de fiuctosa unidos p r  
enlaces 8-2,6. 
3) Serie de h neo-kestosa: term trisa&do que difiere de 10s otros dos en que la 
moltkula de glucosa no es terminaly sino h e  se encuentra dbectamente l i e  a 
dos unidades de hctosa a travks de sus &nos 1 y 6. La serie luego se 
extiende por enlaces entre fiuctosas de tip $-2,l 6 $46. 
E " i  1: Estrrrctara mokuhu de 10s is6meros de trisaddo de fipctanos 
de plantas. 
Muchos grupos de plautas poseen h t a n o s  de ma soh de las Sefies 
descriphs, pen, tambih existen o l i ~ d o s  conteniendo aziicares con 
distintos t i p  de uniones, como es el caso de la mayor parte de las Gramhas. 
Recitmtammte se ha propuesto una nueva nomenclatura para fircilitar el 
rexxmocimiento de 10s distintos ~ t o - o l i g o ~ d o s  con sus uniones 
caracteristicas (Lewis, 1993). Su us0 ha sido importante en 10s estudios de 
estructura molecular de 10s hctanos de Gramheas. 
2.2 - Distribncibn de los fmctrrnos en 10s distintos grnpos taxonbmicos 
Los hctanos esth ampliamente distribuidos en el rein0 vegetal y en ottos 
grupos taxonomicos. E& presentes no solamente en las Angiospe- 
dicotildbeas y monocotiledoneas, sin0 tambib en algas vades, musgos, 
c i a n o ~ a s ,  hongos y bacterias no fotosint&cas (Tsusut, 1964; Hendry y 
Widlance, 1993). 
Las espies vegetales que contienen fiuctanos constituyen el 15% de la flora 
angiosperms contemprhea (Tabla 1). 
Poaceae (subflia. 
Pooideae) 
T a b  1: Distribucibn del metabolism de fructrrnos en las familirrs dc 
angiospermas m5s importantes, e s h c i Q n  del niimero de espeeies y 
loctllizrrciria geognifia 
Orden Familins No de sp. Regiones 
principales estimado 
Monecot i ledd~ 
Poaies 
Dicotiwene!ai 
Asterales Compositae Cosmopolita 
Campandides Campanulaceae Templada (norte) 
Stylidaceae Semihda 
Goodenaceae Semihda 
Polemoniales Boraginaceae 2.000 TempladdSubtropicd 









Teniendo en cuenta la clasificacion de 10s hctanos segim su estructura, las 
Compuestas, Bonighkxas e Iridhceas @Candler y Hopf, 1980) contienen 
hctanos de la serie de la 1-kestosa, tambih llarnadas inulinas. Las inulinas han 
sido ampliamente estudiadas en Heliantkus tuberosus, donde aparecen como 
polimeros lineales de hasta 35 residuos de hctosa (Haworth and Learner, 1928; 
McDonald, 1946; Edelman y Jefford, 1968). Recientemente Emst y col. (1996) 
har~ detectado en Compuestas la existencia de inulinas que no poseen glucosa 
terminal. 
Eb el 13npo de las fleirras (serie de la 6-kesbosa) se encuentran vmks especies 
de Pooideas, entre las d e s  Phleum pmteme ha sido la m h  es tdbh,  
emxmtxhdose fiuctanos con pesos moleculares mayores a 50 kDa. A este tipo de 
fk tmm tambib pertenecen 10s fiuctanos hatlados en badmias, pero el tamiio 
La serie de la neo-kestosa est6 representada en Leucojum sp. (Hammer, 1970), 
AIZim cepa y Asparagus oflcidis (Shiomi y col,, 1976, 1979; Shiomi, 1981), 
especies que tienen neo-series con enlaces 8-2,1, y en Avena con polimems cuyas 
htosas e& unidas en enlaces tip 8-2,6 (Livingston y col., 1993). 
La mayor park de estos 6rdenes es considemla altamente evoluciomda, con 
exception de las Liliales, grupo todavia poco delFinido como &dad taxonumica 
y posicih evolutiva (Hendry, 1987). Varios de estos gtupos tambih contienen 
espeeies de importancia agricola, tal es el caso de las Poales (cereales y p&um 
de climas templados) y las ~i l ides  (cebolla, ajo), en el caso de las 
mmoco.tiledheas y las Asterales ( W a ,  achicoria y topinambur o alc8w:il de 
Jerusalem) entre las dicotiled6neas. 
Los fiudmos e 6  dbtribuidos amplimente entre las Gramheas, pero 
c o n d o s  particularmente en las tribus Triticeae, Poaceae, Bmmeae y Avenae 
(Hendry y Wallance, 1993). Estos polimeros de fiuctosa ise acumulan en las 
Gramineas de climas templados durante el descenso de temperatma en el otofio y 
se ha &do su 8sociaCi6n con la a c W i 6 n  de e&as especies a las bajas 
tern- (Okajima y Smith, 1964, Pontis y Del Campillo, 1985). 
Varios estudios sugieren que en Gramineas los ~ ~ o s  estin restrhgidos a 
las especies C3 o Gramheas de estacih fiia, aunque no todas las Gramineas C3 
d e n e n  fiuctanos (Bender y Smith, 1973; Smith, 1%8; Smith, 1973; 
Cbatertton y col 1989, Pollock y Cairns, 199 1). 
Ch;etterton y col. (1989), observaron en un esbudio de 185 Mlfiedades de 
Gmmkm que los fiuctmos estaba m a t e s  en las especies Cq (0 esiaban 
psenks  en muy baja corn-i6n), pero tampoco se encontraron en los 
gtheros Stipa, Danthonia, Oryzopsis y Phragmities, plantas C3 aceptdas como 
2 1 
de Origen Gondwanico (Barkworth, M.E. y Everett, J., 1986; Concert, 1986). 
Esk trabajo tambih demuestra que el almidon y 10s fructanos no son 
n d a m e n t e  formas alternativas de hidratos de &no de reserva y que la 
acumulacion de fructanos no esth asociada a un alto contenido de sacarosa en las 
especies de Gramheas estudiadas. 
Los fiuctanos de la mayoria de las Gramheas pertenmen a1 grupo de 10s 
fiuctanos ramijicados, conteniendo 10s dos t i p s  de uniones B-2,l y P-2,6. 
Estimaciones deltamaiio molecular de estos polimeros difieren ostensiblemente 
entre las especies estudiadas, teniendo entre 5 y 50 kDa Los hctanos extraidos 
de Festuca pratensis y B m u s  inemis tienen un peso molecular aproximado de 
12 y 5 m a  respectimente (Pollock y Chatterton, 1988). 
En 10s idtimos afios, la disponibilidad de t h c a s  nipidas y efectivas en la 
sepamcion de 10s oligosackidos de Gramineas ha permitido la dilucidacibn de la 
compsici6n de hctanos de varias especies y han puesto en evidencia la 
complejidad de 10s patrones de unibn de estos &cares. 
2.3 - lkdogia y evoluci6n del metorbolismo de hctanos en plantas 
superiores 
La apicion del metabolismo de fiuctanos entre grupos de plantas superiores 
es reldvamente reciente (Hendry, 1993). La enorme distancia evolutiva entre 10s 
taxa que contienen h tanos ,  junto con evidencias de la aparici6n de este 
metabolismo en gnrpos aislados de plantas inferiores, hongos y bacterias (ver 
distribuci6n de los fiuctanos en 10s distintos gnrpos taxonhicos), apoya la idea 
de un origen polifil&ico de 10s genes del- metabolismo de fiuctanos (Hendxy, 
1993; Hendry y Wallace, 1993). 
La presencia de fiuctanos en las familias Poaceae y Asteraceae, gmpos de 
plantas considerados recientemente evolucionados, ha llevado a numerows 
inveshgadores a preguntarse c d  es el sigdicado evolutivo de la aparicibn del 
mebbolismo de hctanos en plantas superiores. 
Las presiones selectivas que dieron lugar a la aparicion de 10s genes de sintesis 
de fructanos son desconocidas y no hay datos confiables en cuanto a 10s centros 
biogeo@cos en donde las fadias  de plantas que sintetivtn h t a n o s  se 
originaron (Hendry y Wallace, 1993). 
Varios trabajos han asociado la presencia del metabolismo de hctanos en 
Gramineas de climas templados con la tolerancia a las bajas temperaturas (Levitt, 
1980; Calderh y Pontis, 1985; Hendry, 1987; Pressman y col., 1989; Hendry, 
1993; Spollen y Nelson, 1994; Tognetti y col, 1989; Santoiani y col., 1993; 
hebla y col., 1997; Equiza y col., 1997), aunque no hay evidencia de que las 
plantas vascuiares que contienen fiuctanos habiten zonas fiias del mundo 
(Hendry, 1993). 
Se podria hacer una aproximacion relacionando las camcteristicas 
climatul6gicas que imperaban en 10s peniodos geol6gicos en los cuales 
qireciemn las plantas con hctanos (Tabla 2). 
TaM Rierm Ride- fMi de los 6rdenes de A n g i o s p e r ~ ~ ~ ~  ca..dk. 
cw Sa -dad que incIuyen f'ambs con hctanos. 
lWbacs de PeiiodolEpoca 
Asterales (mayoria de las familas) 





Poales - sp. pobres en fiuctanos? 
Liliales (mayoria de las familias) 
Poales? Polen 
Liliales (Agavaceae?) 
Liliales (Liliaceae, Smilacamae) 
(Mw4icif~o) Ericales (Cletmceae?) 
Pollen de Angioqxma~ 
-8110) 
135 Crethceo temprano Primeras Angio-as 
y antes 
Ex&&o & Hendry y Wallace (1993) 
i 
Los periodos Eoceno, Oligocene y Mioceno de la Era Terciaria cubren el 
ticmpo cle evoluci6n del metabolism0 de fiuctanos en plantas supxiom. Dunmte 
estos poiodos 10s elementos cWticos miis mmxdos son la Seqoia y la 
m i d d a d ,  por lo que p n x d a  razonable hipotetizn que h W b i f i d a d  cle 
agm combinada con la estxionalidad fbe mu podaosa hema de seleccih y 
eMllucibn para 10s genes de la sintesis de fiuctanos. 
A pesar de que la disttibuci6n geo@ca actual de 18s fhmilias que contienen 
bctams es muy distinta a la original, hay evidencias actuales que apoym que el 
deficit hidrico es un factor importante: 
- El gnqn, de las Pooideas se distribuye en la actualidad mayoritariamente en 
mnas templado-secas o templado-frias. 
- Las Liliales en mnas tropicales con estacion seca. 
- Las Asterales son cosmopolitas, pen, esth ampliamente distribuidas en 
regiones semi-bidas. 
Con excepciones inevitables, la flora que dontiene fiuctanos parece ser miis rica 
en regiones y ecosistemas donde hay patrones de dispom'bilidad estacional de 
agua. La asociaci6n de 10s fructanos con el Ho, en este sentido, es mucho menos 
p t e  (Hendry y Wallace, 1993). 
2.4 - Enzimrrs del metabobmo de hctanos 
1.4.1 El modelo de Edelman v Jefford: las enzimas de Helianth tuberosus 
Esth ampliamente aceptado que la biosintesis de fiuctanos en plantas 
superiores ocurre con sacarosa como imico sustrato (Pollook, 1984). Edelma. y 
col. en la dkada del 60 aportaron el primer mode10 de la via de sintesis de 
iiuctsnos en plantas, describiendo tres arzimas asociadas con el metabolism0 de 
hctanos en Helianthus tuberosus (Figura.2): 
1) Sacamsa ~1~ca1088 fmetosil transfirasa (SST) (Scott y col., 1966), que 
sintetiza 1-kestosa a partir de dos molkulas de sacarosa, libamdo glucosa. 
2) Frnctan fructan fmctosil transfirasa 0 (Edelman y col, 1960), que 
redistribuye 10s fiuctosilos ~ 6 n d o l o s  de un ol igosa~do a otro o 
cedihdoselo a la sacarosa. 
3) Fmct.n exohidrolasa (FEE) (Edehan y Jefford, 1968), que hidroliza las 
hctosas terminales de 10s fiuctanos. 
Fhma 2: Modelo de Edelman y JefPord dc sfntesis y degradadbn de 
fiactanos en H ~ ~ u s  trrberosas 
En este modelo la SST es la iuzica actividad enzimatica que increments el 
n h e r o  de enlaces Fru-Fru, mientras que la FFT redistribuye 10s residuos de 
hctosa aumentando o disminuyendo el tamaiio de 10s oligosach-idos. 
Todas estas enzimas producen o hidrolizan enlaces P-2,1, caracteristicos de 10s 
hctanos de Compuestas. 
Varios autores han sugerido la existencia de una via alternativa para la sintesis 
de hctanos, basados en la presencia en algunas especies vegetales de 
nuclecitidos-&car conteniendo hctosa que podrian actuar como dadores de 
hctosilos (Pontis, 1995), per0 hasta el presente esta hipbtesis no ha sido 
confmada. 
A partir de 10s trabajos pioneros de Edelman y Jefford, las actividades de las 
enzirnas de hctanos han sido ensayadas en una amplia variedad de especies, 
intenthdose exhaustivamente la purificacion de las tres enzimas componentes de 
este modelo (Tabla 3): 
Tabla 3: Estudios de enzimas del metabolismo de fructanos en distintas 
especies de plantas superiores 
SST 
FEH 
Enzima Especie Citas 
Cebolla Scott, 1968; Shiomi, 1980. 
Achicoria Singh, 1971; Gupta, 1985. 
Lechuga Chandorkar, 1974. 
Dahlia Srepel, 1975. 
Diente de Lelm Srepel, 1975. 
Agave Satyanarayana, 1976. 
E s p h g o  Shiomi, 1980,1989. 
Cebada Wagner, 1983, Wang, 1996. 
Agropyron Chatterton, 1988. 
Trigo Housley, 1989. 
E s p h g o  Shiomi, 1981,1982,1989. 
FFT Trigo Jeong, 1992. 
Topinambur Liischer, 1993 
Diente de Leon Liischer, 1993 
Diente de Lelm Rutherford, 1 972. 
Festuca arundinaceae Smith, 1976. 
Phleum pratense Mino, 1976. 
Dactylis glomerata Yamarnoto, 1985 
Cebada Wagner, 1986; Henson, 1989. 
Trigo Bancal, 1991. 
Lolium perenne Simpson, 1993 (revision). 
Avena sativa Henson, 1996. 
Muchos de 10s trabajos publicados sobre purificacion parcial y medicion en 
extractos crudos de estas enzimas heron duramente criticados (Cairns y Ashton, 
199 1; Cairns, 1993). Cairns y col. proponen que la medicion de la actividad SST 
en extractos crudos o parcialmente puros, se encuentra modificada por la 
presencia de INV, que compite por el sustrato, degrada hctanos de bajo peso 
molecular y es capaz de sintetizar oligosaciuidos de bajo GP, en las condiciones 
usuales de concentration de sacarosa en las cuales se mide la actividad SST. 
No h e  hasta mediados de la dCcada del 90 que se logro la purificacion a 
homogeneidad de algunas de las enzimas del metabolismo de hctanos y con 
esto, la posibilidad de corroborar el modelo de sintesis de estos &cares. 
Las enzimas purificadas del metabolismo de fnxctanos en Compuestas 
validaron el modelo de Edelman y Jefford. Se caracterizaron las propiedades 
bioquimicas de las enzimas 1-SST y 1-FFT de Helianthus tuberosus y Cichorium 
intybus (Koops y Jonker, 1994, 1996; Van den Ende y col., 1996; Liischer y col, 
1996) (Tabla 4). 
*:* Propiedades de las FEH 
La FEH de Compuestas no ha sido purificada a homogeneidad ni se conocen 
aim sus propiedades bioquimicas, per0 ha sido estudiada exhaustivamente en 
otras especies (ver citas anteriores). En Gramheas, el PM aparente esth entre 57- 
68 kDa. Su actividad mihima se observa en pH 5,5-6. Se han descripto isoformas 
de FEH que difieren en su pI acido (revision de Simpson y Bonnett, 1993). 
Tabla 4: Propiedades bioquimicas de la 1-SST y 1-FFT purificadas a 
homogeneidad de Helianthus tuberosus y Cichorium intybus 
Todas las enzimas del metabolismo de fructanos de plantas parecen estar 
ghcosiladas, por su afinidad con Concanavalina A. En todas las secuencias de 
aminoacidos, deducidas a partir de genes clonados, existen secuencias concenso 
de ghcosilacion (Asn X SerIThr) (Sprenger y col., 1995; Hellwege y col., 1997; 
Vijn y col., 1997,1998; Rehn y col. 1998; van der Meer y col., 1998). Rehn y col. 
demostraron en Aspergillus foetidus, que el tamaiio observado en SDS-PAGE de 
la 1-SSTse modificaba drasticamente luego de tratar con ghcosidasas, pasando de 
90 a 60 kDa. Estos datos apoyan la hipotesis de que las enzimas de fructanos son 
ghcoproteinas. 
Ademas de la purificacion a homogeneidad y la caracterizacion de estas 
enzimas, se ha podido lograr la sintesis in vitro a partir de sacarosa de 10s 
fructanos de especies de Compuestas y confirmar que el patron de &cares 
logrado coincide con el encontrado in vivo, logrando con esto confirmar el 
modelo de Edelman y Jefford como ruta de sintesis de fructanos en estas especies 
(Van den Ende y col. 1996; Liischer y col., 1996). 
Propiedades 
PM (geles nativos) 
Subunidades (SDS-PAGE) 
PM (subunidades) 
Isoformas (por PI) 
pH optimo 
Incubacion a bajas temp. 
(0-5°C) 
Conc. saturante de sacarosa 
Inhibicion por sacarosa 
Secuencia de aa 
1-SST 
Homologas con otras enzimas de fructanos e INV acidas. 
H. tuberosus 
1-FFT 
C. intybus H. tuberosus 
90 kDa 69 kDa 
2 2 
27y55kDa 24y49kDa 
si . si 
33-5 5 4 5  
Alt a Alta 
actividad actividad 
900 mM 800 mM 
no no 
C. in tybus 









1.4.2 Enzimas de hctanos en Gramineas 
El modelo de Edelman y Jefford no alcanza para explicar el metabolismo de 
hctanos en Gramineas y otras especies en donde se detecta m a  mayor 
diversidad de estructura de estos polisacilsidos. 
La existencia de hctanos con uniones P-2,6 y derivados de la serie de la 
neokestosa obligaron a 10s investigadores a teorizar sobre la existencia de otras 
enzimas que pudieran explicar el complejo patron de &cares encontrados in 
vivo en otras especies. A partir de estas hipotesis, heron encontradas y 
caracterizadas otras actividades enzimaticas no incluidas en el modelo (Shiomi- 
1989). 
Para las Gramineas en particular, se habia propuesto la existencia de una 6- 
SST que sintetizaria 6-kestosa (trisacilsido ampliamente difundido en 10s patrones 
de hctanos de muchas de estas especies), de una 6-FFT, que hera capaz de 
redistribuir 10s residuos de fiuctosa en uniones P-2,6 y una 6-FEH, que podria 
hidrolizar estos enlaces. 
La existencia de m a  6-FEH fue demostrada y descripta en varias especies de 
Gramineas forrajeras (Yamamoto y Mino, 1985; Simpson y col., 1991; Bonnett y 
Simpson, 1993 ; Henson, 1996). 
Las actividades 6-FFT y 6-SST no lograron encontrarse hasta que Wiemken y 
col. describieron en cebada, una enzima que sintetiza 6-kestosa y es capaz de 
transferir hctosas en union P-2,6 a oligosac5uidos de mayor GP (Simmen y col., 
1993; Duchateau y col., 1995). La sacarosa-hctan hctosiltranferasa (6-SFT) 
puede, junto con la 1-SST y la 1-FFT, explicar la sintesis del complejo patron de 
hctanos de cebada y de Gramineas en general. Esta importante enzima de la via 
bioshtktica de hktanos de Gi-kiineas, se p&c6 a butnogeneidad y se 
estudiaron sus caracteristicas bid i b i c a s  (spreng&k cdl., 1995). La enzima 
nativa tiene un PM de 67 h a ,  si! 1 khdbbe en dbb bhbunidades de 23 y 49 kDa 
por SDS-PAGE, coincidiendo con las enzimas de Compuestas. Tambikn posee 
alta homollogia de secuencia de amindcidos con otras enzimas de fnrctanos e 
lNv Bcidas. 
Con este espectro de enzimas conocidas, la via de sfntesis de fiuctanos en 
Gramheas ha sido elucidada (Figura 2), aunque falta todavia pudicar a 
homogeneidad una de las enzima clave de esta ruta biosintdtica: la 1-SST de las 
Poaceae no ha sido a h  caracterhda. 
GFF FGF F+r b F t H  
*FFT 
F 
2 GF f-f GF f-k GF F 
GF F n  
GF GF FGF 
6G-FFT 
C 
l-SST: 1-sacarosa-sacarosa Eructosil mf- 
4-SFT: 6-sacarosa-hctan Eructosil transfemsa 
l -Fn:  1-fructan-fiuctan fiuctosil transf- 
4G-FFT: 6-glucoa Eructan-Eructan Eructosil t r a n s f m  
l-FEH: 1-Eructan exohidrolasa 
4-FEH: 6-hctan exohidrolasa 
F: hctosa 
G: glucosa 
GF: sacarosa, uni6n 8-2,l entre F y G. 
F 
GF: 1-kestosa, unibn 8-2,l entre F y F. 
GFF: 6-kestosa, unibn &2,6 entre F y F. 
FGF: neokestosa, uni6n 8-62 en FG y 8-31 en GF. 
n: redduos de fructosa, de 0 a 250 para Gramheas. 
2.5 - Fisiologia y compartimentalizaci6n del metabolismo de fructanos 
El metabolismo de hctanos en plantas esta localizado en la vacuola. Tanto 10s 
&cares como las enzimas que catalizan su sintesis y degradacion, han sido 
hallados en la fiaccion vacuolar de tubkrculos de Helianthus tuberosus (Frehner 
y col. 1984; Darwen y John, 1989; Carpita y col., 1991). Tambien se ha 
descripto la actividad FEH en la vacuola de cklulas de cebada (Wagner y 
Wiemken, 1986). 
La acumulacion de hctanos puede .ser favorecida por condiciones que 
reducen la demanda de carbon0 fijado por supresion del crecimiento (fiio, sequia, 
fertlizacion deficiente, infeccion fkgica), remocih de tejidos destino (rernocion 
de macollos y h t o s )  o que favorecen la asimilacion de C02 (Hendry, 1987; 
Pollock y Cairns, 199 1). 
En un reciente estudio, Koroleva y col. (1998) caracterizaron en cebada la 
acumulacibn de sacarosa y hctanos en cklulas aisladas de tejidos de hoja, 
demostrando que la acumulaci6n de estos &cares se encuentra localizada en las 
cklulas del mesofilo y de la vaina parenquimatica, no encontrhndose &cares en 
las celulas de la epidermis. La acumulacion de hctanos en estos dos tipos 
celulares comienza a determinadas concentraciones celulares de sacarosa (100 
rnM para las celulas de la vaina y 200 mM para las del mesofilo). 
El tamaiio molecular de 10s hctanos depende del estado fisiol6gico del tejido 
que lo contiene y de las condiciones ambientales, aunque el tamaiio mkimo 
alcanzado parece tener una base genetica (Pollock y Chatterton, 1988). 
Una de las caracteristicas importantes de estos polimeros solubles de hctosa, 
que 10s distingue del almidon, es que pueden acumularse en altas concentraciones 
sin afectar la fotosintesis. Varios miembros de la familia de las Compuestas 
contienen mas del 50% del peso seco de sus tejidos de reserva en forma de 
fi-uctanos (Pontis, 1990). Las Gramineas pueden acumular hasta un 30% de su 
peso seco en el tallo, con un gradiente de acumulacion desde el apice a la base 
(Pollock y Cairns, 199 1). 
La acumulacion de hctanos en Compuestas y en Liliaceas ocurre 
generalemente en 10s organos perennes antes de la dormancia, mientras que en 
las Gramineas de climas templados, la sintesis de estos polimeros ocurre tambikn 
en primavera y verano y no esta restringida a 6rganos especificos (Pollock y 
Jones, 1979). 
Las semillas maduras de 10s cereales de invierno tienen m a  concentracion baja 
de hctanos (McLeod y McCorquodale, 1958). La concentracion de hctanos es 
importante en 10s estadios iniciales del llenado de grano. Su sintesis declina a 
medida que la sintesis de almidon se establ'ece, sugiriendo que la sintesis de estos 
polimeros ayudaria a mantener el gradiente de concentracion de sacarosa entre el 
floema y 10s tejidos destino, minimizando la acumulacibn de solutos 
osmoticamente activos (Pollock y Cairns, 199 1). 
2.6 - Biologia molecular del metabolismo de fructanos 
Hasta 1995 no habia sido clonado ningfm gen correspondiente a las enzimas 
del metabolismo de hctanos de plantas superiores. Sin embargo, existian varios 
trabajos ensayando la acumulacion de estos polimeros en plantas transformadas 
con genes bacterianos de enzimas de hctanos (sacarasas y levansacarasas) (Van 
der Meer y col. 1994; Ebskamp y col., 1994; Pilon-Smits, 1995; Caimi y col., 
1996; Rober y col, 1996). Los polimeros producidos en las plantas transgenicas 
tienen PM mucho mayores y una e s t r u c ~ a  ramificada mas compleja que 10s 
hctanos de plantas. Mientras que la mayor parte de 10s hctanos vegetales tiene 
un GP m-o de 250 residuos de fructosa, 10s bacterianos son polimeros 
ramificados con miles de monosac~dos por molecula y un tamaiio estimado de 
3 MDa (Dedonder, 1972). 
La transformacion se ensayo en tabaco, papa y maiz, dirigiendose la expresion 
de la enzima a la vacuola. No se encontraron seiiales de hidrolisis de estos 
&cares por las hidrolasas nativas en ninguna de las especies mencionadas, por 
lo que estos polimeros continuaron acumulhdose en las celulas durante todo el 
ciclo celular. Las plantas, sin embargo, no mostraron ninguna diferencia 
fenotipica con respecto a 10s controles no transformados. 
Pilon-Smits y col. (1995) transformaron plantas de tabaco con el gen SacB de 
la sacarasa de Bacillus subtillis. Las plantas transgenicas mostraron acumulacion 
de hctanos y se usaron para ensayar estres hidrico con soluciones de PEG 
10.000. En las plantas transformadas tratadas con PEG se observo un aumento de 
siete veces del contenido de hctanos en comparacion con las que heron 
mantenidas en condiciones normales de riego.En este trabajo no se evaluo la 
supe~vencia de estas plantas al deficit hidrico. 
En 1995 se public6 el clonado y caracterizacion del primer gen del 
metabolismo de hctanos de plantas superiores. Sprenger y col. aislaron el 
ADNc de la 6-SFT de cebada, utilizando oligonucleotidos especificos deducidos 
a partir de fkagmentos tripticos de la proteina pwiflcada (Sprenger, 1995). El 
ARNm de la 6-SFT de cebada tiene un marco de lectura abierto de 626 codones 
que incluyen la secuencia de las dos subunidades de la enzima y contiene seis 
posibles sitios de ghcosilacion. El clon aislado tiene alta homologia de secuencia 
deducida de aminoacidos con INV acidas de plantas y microorganismos y posee 
menor homologia con las levansacarasas bacterianas. 
Se han aislado tambikn el ADNc de la SST de otras especies (Cynara 
scolymus, Helianthus tuberosus, Allium cepa) y de la 1-SST del hongo 
Aspergillus foetidus (Hellwege y col, 1997; van der Meer y col., 1998; Vijn y 
col, 1998; Rehm y col 1998). Tambikn se aislo el ADNc de la 6-glucosa-FFT de 
cebolla, enzima responsible de la sintesis de inulinas de la serie de la neokestosa 
(Vijn y col., 1998) y el ADNc de la 1-FFT de H. tuberosus (van der Meer y col., 
1998). 
Recientemente el gen de la 1-SST de Helianthus tuberosus ha sido utilizado 
para transfomar remolacha azucarera (Severier y col., 1998). Las plantas 
transgknicas obtenidas, mostraron la acumulaci6n de altas cantidades de 
fructanos en sus raices, convirtikndose por lo tanto en un importante product0 
biotecnolbgico. 
3 - Metabolism0 de sacarosa en plantas 
Como se menciono anteriormente, en muchas especies vegetales se observa la 
acumulacion de sacarosa en respuesta a condiciones de bajas temperaturas. La 
sacarosa, ademas, es el sustrato del cud se sintetizan 10s fi-uctanos, por lo que 
ambas vias metabolicas e s th  intimamente relacionadas. 
La sacarosa es el principal hidrato de carbon0 de transporte a travks del floema 
en la mayoria de las especies vegetales. Este disacirido de fiuctosa y glucosa se 
sintetiza mayoritariamente en el citoplasma celular de 10s tejidos fuente de las 
plantas (tejidos fotosinteticos) y se transporta a organos en activo crecimiento 
(tejidos destine). Sus carbonos derivan de las triosas-P, exportadas desde el 
cloroplasto, las cuales son convertidas a hexosas-P y finalmente a sacarosa. 
El metabolismo de sacarosa depende de cuatro enzimas que e s t h  enweltas en 
su sintesis y degradation (Pontis, 1977) (Figura 4): 
1) Sacarosa-Fosfato Sintasa (SPS) (UDP-glucosa: D-hctosa-6-fosfato 2- 
glucosil transferasa, EC 2.4.1.14) 
2) Sacarosa-Fosfato Fosfatasa (SPP) (Sacarosa-6-Fosafato Fosfohidrolasa, EC 
3) Sacarosa Sintasa (SS) (UDP-glucosa: D-fiuctosa 2-glucosil transferasa, EC 
2.4.2.13) 
4) Invertasa (INV) (P-D-fi-uctofuranosido fiuctohidrolasa, EC3.2.1.26), estas 
pueden ser divididas en INV acidas o alcalinas, s e g h  su pH optimo de 
actividad. 
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En esta imporbnte via m&lica, la SPS se ha identificado como uno de 10s 
puntos de control. Esta enzima se estudi6 en varias especies de mono y 
dicotiled6neas (espjnaca, d z ,  papa, arroz, soja, g m e n  de trigo, etc.) y se 
demosir6 que puede estar sujeta a varios mecanismos de regulaci6n. La actividad 
de la SPS tendria a1 menos tres niveles de regulaci6n: uno estarfa dado por la 
cantidad de proteina, relacionado a la transici6n de tejidos &stino a tejidos 
fuente (Walker y Huber, 1989) y 10s otros dos niveles se relacionadan con la 
actividad enzimsltica: modificaci6n por efectores a l o ~ c o s  (control fino de 
activaci6n con Glu-6-P e inhibici6n por Pi) (Doehler y Huber, 1983,1984) y 
modificaci6n covalente de la proteina por fosfdacih (control gueso) (Huber 
y col., 1989, 1991; Siegl y col., 1991). La fosf&ci6n no time efecto sobre la 
velocidad dixima, sin0 que cambia la afinidad de la enzima por sus efectores 
alost&icos (Stitt y col., 1988). 
La sacarosa puede ser degcadada en plantas via dos enzimas: la SS y la INV 
(ap Rees, 1984; Kruger, 1990). 
La SS cataliza una reaccion reversible. Esta presente en altas actividades en 
tejidos heterotroficos (destino) de activo crecimiento o en activa acumulacion de 
ahidon, teniendo como h c i o n  principal el clivaje de la sacarosa transportada 
por el floema (Chourey y Nelson, 1979; ap Rees, 1984; Stitt y Steup, 1985; 
Kruger, 1990; Geigenberger y Stitt, 1993). Sin embargo, estudios en tuberculos 
de papa, han demostrado que las concentraciones de sustratos y productos en este 
organo son comparables a 10s de las Km respectivas, por lo que in vivo la SS 
podria catalizar tanto el clivaje como la sintesis de sacrosa (Geigenberger y Stitt, 
1993). 
Pontis y col. ensayaron varias condiciones en las que las actividades de 
sintesis y clivaje de la SS podian ser modificadas en forma diferencial (Pontis y 
Wolosiuk, 1972; Pontis y col., 1981; Pontis y Salerno, 1982). Estudios recientes 
proponen que la SS de maiz puede tambien ser fosforilada, lo cud provocaria m a  
modificacion de la relacion de actividades de sintesis y clivaje (Huber y col., 
1996). 
Las INV se encuentran clasificadas, segh  su pH optimo de actividad in vitro, 
en acidas, neutras y alcalinas. Las INV acidas resultan ser glicosiladas y se 
subdividen a su vez en extracelulares y vacuolares. Las INV extracelulares, 
asociadas con la pared celular, cumplen un importante rol en la descarga 
apoplastica del floema (Turgeon, 1989), incrementando la fuerza del destino por 
la remocion de la sacarosa liberada por el floema. TambiCn son inducidas por 
patogenos o claiio, por lo que se sugiere que e s t h  envueltas en la respuesta de las 
plantas a estreses (Sturm y Chrispeels, 1991; Benhamou y col., 1990). 
Las INV vacuolares se han encontrado en todos 10s tejidos de reserva. Estas 
INV no tienen una h c i o n  clara en tejidos asimiladores, aunque se ha propuesto 
un rol de movilizaci6n de la sacarosa acumulada temporariamente en la vacuola 
(Obenland y col., 1993). Estudios de INV acidas en cebada, moz, trigo y Lolium 
temulentum (Krishnan y col. 1985; Obenland y col., 1993; Isla y col., 1995; 
Walker y col., 1997) describen a las enzimas vacuolares como multimeros de 
subunidades de aproximadamente 60 kDa, con Km para sacarosa entre 1 y 6 mM 
a pH entre 4,5 a 5,5. Todas estas enzimas parecen inhibirse por product0 (fuctosa 
y glucosa) y en distintos grados por piridoxal y otras moleculas relacionadas. In 
vitro, estas enzirnas demostraron tarnbien sintetizar fructanos de bajo peso 
molecular a altas concentraciones de sacarosa (Cairns y Ashton, 1991; Cairns, 
1993; Obenland y col., 1993). 
4 - Especies nativas como modelo de estudio 
El metabolismo de hctanos en Gramineas de clima templado, en relacion 
con estreses ambientales, ha sido estudiado en su mayor parte en cereales de 
importancia agronomica (Robson y Jewiss, 1968; Chatterton y col. 1987; Suzuki, 
1989; Tognetti y col., 1989; Tognetti y col, 1990; Solhaug, 199 1; Santoiani y col, 
1993; Bancal y TriboI, 1993; Livingston I11 y col, 1994; Equiza y col., 1997). 
Dentro de 10s gkneros de G r d n e a s  de clima templado, en las cuales se han 
encontrado una importante acumulacion' de fiuctanos, existen en la region 
patagonica de nuestros pais especies adaptadas a ambientes en donde las 
temperaturas bajo cero y el dkficit hidrico imperan en la mayor parte de 10s dias 
del 60 (Boelcke, 1957; Soriano y Sala, 1986; Tognetti y Salerno, 1995). Las 
especies de plantas nativas de la Patagonia e s th  sometidas durante su ciclo de 
vida a condiciones extremas de bajas temperaturas y dkficit hidrico, por lo que 
constituyen excelentes sistemas para el estudio de respuestas a factores 
ambientales adversos. Varias de las especies de Gramineas de esta region son las 
forrajeras mas importantes de las pasturas naturales que sustentan la produccion 
ovina patagonica y han sido ampliamente estudiadas por ser especies potenciales 
para produccion de forraje y revegetacion de heas erosionadas. Especies de 
Bromus, Poa, Festuca, Agropyron, Elymus y Hordeum se incluyen en este grupo 
(Somlo y col., 1985; Nicora y Rugolo de Agrasar, 1987; Oliva y col., 1993; 
1994). 
La mayor parte de estas especies forman parte de la flora altamente afectada 
por el sobrepastoreo sufiido en toda la region patagonica y dramaticamente 
devastador para las mesetas ilsidas y semibidas de la region. En este sentido, 
estudios que han relacionado el sobrepastoreo de la vegetacion del oeste de 
Chubut, incluyen a especies como Poa ligularis, Bromus setrfolius, Hordeum 
commosum y Festuca pallescens como sensibles a altas presiones de pastoreo y 
forman parte de una lista mas extensa de especies en peligro (Soriano y col., 
1994): 
Del total de especies registradas en la Flora Patagonica (Correa, 1978), las 
familias mejor representadas son la Poaceae y la Asteracea, coincidiendo con 10s 
grupos taxonomicos de importantes acumuladores de hctanos. 
Entre las Gramineas nativas de nuestro pais, las del gknero Bromus se 
caracterizan por tener tanto especies patagonicas, como otras distribuidas en 
habitats mas benignos. Bromus pictus Hook. es una especie de Graminea del 
complejo Bromus setifolius (Naranjo y col., 1990), de hojas no lineales, que 
crece en las estepas hridas de la region patagonica de nuestro pais. En esta region, 
las condiciones extremas de bajas temperaturas y disponibilidad de agua (la 
temperatura media en julio es de 1,9 "C y las precipitaciones anuales promedio 
solo llegan a 10s 168 mm en el kea) influencian el crecimiento y la mortalidad de 
las plantas. Esta especie ha sido estudiada prohdamente a nivel ecofisiologico 
(Soriano y Sala, 1986; Aguiar y col., 1992; Aguiar y Sala, 1994) (Figura 5). 
Bromus auleticus Trin. ex Nees o cebadilla chaquefia es una especie perenne, 
de caiias robustas y erguidas, originaria de 10s campos graminosos de la 
Argentina, Brasil austral y Uruguay, que vegeta desde mediados de otofio y 
primavera y es la h i c a  especie nativa de estas regiones que permanece verde 
durante el invierno (Nicora y Rugolo de Agrasar, 1987) (Figura 5). 
Debe destacarse que no existe publicado hasta el momento nin@ estudio a 
nivel bioquimico de 10s metabolismos de estas especies nativas. La construccion 
de una biblioteca de ADNc tampoco ha sido llevada a cab0 en ninguna especie de 
planta nativa de nuestro pais. 

5 - Objetivos 
El objetivo general del presente trabajo fue estudiar 10s mecanismos de 
tolerancia a las bajas temperaturas y al deficit hidrico, a traves de estudios 
bioquimicos y moleculares del metabolismo de sacarosa y hctanos en especies 
de Gramineas nativas. 
Para abordar el estudio propuesto de las bases bioquimicas, fisiologicas y 
moleculares de la tolerancia a fkio y sequia, se realizo un estudio comparativo 
entre especies de generos de Gramineas nativas que contienen hctanos, 
tomando a una especie patagonica como modelo de planta tolerante adaptada a 
ambientes de escasa disponibilidad de agua y bajas temperaturas y a otra especie 
de Graminea del mismo genero, nativa de ambientes menos rigurosos. 
Bromus pictus Hook. y Bromus auleticus Trin. ex Nees, especies patagonica y 
del norte de nuestro pais respectivamente, se usaron para realizar la comparacibn 
bioquimica del metabolismo de &cares en respuesta a fkio y sequia 
A partir de la comparacion entre estas especies adaptadas a condiciones 
climaticas contrastantes, se intento el aislamiento de genes relacionados con este 
metabolismo en la especie tolerante, para determinar en el futuro la implicancia 
de estos genes en la tolerancia de estas especies a estreses ambientales, a traves 
de transformacion genetica de plantas. 

MATERIALES Y METODOS 
1 - Material biolbgico 
1.1 - Material vegetal 
Las semillas de las especies elegidas heron solicitadas y gentilmente cedidas 
por las siguientes personas: 
- Ing. Agr. Sergio Alemano, Fac. Cs. Exactas, UNRC (Bromus auleticus). 
- Ing. Agr. Griselda Bonvisutto, INTA-EEA-Bariloche (Festuca gracillima, 
Festuca pallescens). 
- Lic. Leopoldo Montes, INTA-EEA-Santa Cruz (Agropyron magellanicum, 
Festuca gracillima, Festuca pallescens). 
- Ing, Agr. Olegario Royo Pallarks, INTA-EEA-Mercedes (Bromus auleticus) 
- Ing. Agr. Alberto Soriano, IFEBA, Fac. Agronomia, UBA (Bromuspictus). 
1.2 - Cultivo de especies silvestres en cuartos de cultivo 
arena:vermiculital 1 : 1 (vlv); 
Se probaron varios sustratos y temperaturas de crecimiento para optimizar el 
cultivo de estas especies nativas. 
Los sustratos ensayados heron: arena; 
arena:vermiculita: tierrall : 1 : l(v1v); vermiculita 
Todas las semillas heron tratadas previamente con hipoclorito de sodio a1 
10% por 10 minutos, lavadas con agua estkril y luego sumergidas en fungicida 
durante 10 minutos, antes de ponerlas a germinar sobre papel de filtro himedo en 
cajas de Petri. 
Las plantas se regaron diariamente con agua destilada y se fertilizaron 
semanalmente con soluci6n nutritiva de Hoagland al 50% (Hoagland y Arnon, 
1950). 
Se crecieron las plantas a 20,25 y 30 "C. 
Los mejores resultados se obtuvieron creciendo a las plantas en macetas de 20 
cm de dihetro con vermiculita, en cuartos de cultivo a 20°C, con una irradiancia 
de 300 pE y un rkgimen de 14 hs. de luz y 10 hs. de oscuridad. Luego de 60 a 90 
dias de crecimiento, las plantas se utilizaron para realizar tratamientos con bajas 
temperaturas y dkficit hidrico. En el caso del estrks por frio, se utilizaron las 
cinco especies antes mencionadas. Los experimentos de sequia heron realizados 
solamente en las especies de Bromus. 
1.3 - Cepas bacterianas 
Las cepas de Escherichia coli usadas heron: XL 1-BLUE para la construcci6n 
de la biblioteca de ADNc y DH5a para todos 10s subclonados. Todos 10s cultivos 
se hicieron en medio LB (triptona 5g/l, extract0 de levadura 5g/l, NaCl 10g/l, 
se@ Sambrook y col., 1989) a 37°C con agitation vigorosa. 
2. - Estreses ambientales 
2.1 - Tratamiento con bajas temperaturas 
Se usaron plantas adultas de las cinco especies mencionadas para ensayar 
tratamientos con bajas temperaturas sobre cero. 
Luego del periodo de crecimiento, se transf~eron macetas con plantas de cada 
especie a cuartos de cultivo a 4 + 2 "C, manteniendo sin alteracion las 
condiciones de irradiancia, fotoperiodo e irrigacibn. 
2.2 - Tratamiento de deficit hidrico 
El tratamiento de estres hidrico se ensayo sobre la especies B.auleticus y 
B.pictus, utilizando polietilen glicol (PEG) 8.000. En primera instancia se probo 
el cultivo en condiciones hidroponicas, usando peceras de vidrio y redes plasticas 
como soportes. El largo periodo de crecimiento de estas especies silvestres hasta 
llegar a la madurez, provoco la contamination microbiolbgica de la solucion 
nutritiva y de las raices, por lo que esta metodologia tuvo que ser descartada. 
El ensayo de deficit hidrico que finalmente se utilizo en el presente trabajo, se 
realizo regando las plantas crecidas en vermiculita, con soluciones de PEG 8.000 
en concentraciones crecientes (5, 10 y 20%) en solucion nutritiva de Hoagland al 
50%. 
Se midieron 10s potenciales osmoticos (Yo) correspondientes a distintas 
concentraciones de PEG 8.000, utilizando charas  Wescor C-52, con 10s que se 
determinaron las condiciones de estres hidrico impuestas a las plantas en el 
tratamieno de sequia. 
El contenido relativo de agua (CRA) de las hojas de las especies de Bromus, se 
midieron en la primera hoja expandida como: 
CRA= Peso Fresco - Peso Seco I Peso Turgente - Peso Seco 
El peso turgente se midi6 luego de la incubation de la hoja en m a  atmosfera 
saturada con agua hasta peso constante. El peso seco se determino luego de 
liofilizar o secar las hojas en estufa a 85°C hasta alcanzar peso constante. 
2.3 - Muestreo y conservaci6n del material vegetal 
Ambos tratamientos se prolongaron durante 7 dias. A diferentes tiempos (1,2, 
4 y 7 dias) se colectaron muestras de vastagos y/o de raices de las especies 
vegetales, 10s que heron pesados, congelados inmediatamente en nitr6geno 
liquid0 y mantenidos a -80°C para su posterior anidisis. 
Las muestras utilizadas para extraccion de &cares solubles, se lioffiaron a 
sequedad y se guardaron hermeticamente a 4°C. Se compararon 10s resultados 
obtenidos en extractos de material fresco congelado y liofilizado, no 
observhdose diferencias entre 10s metodos de conservaci6n utilizados. 
3 - Extracci6n y analisis de azucares solubles 
Los &cares solubles del material vegetal colectado, se extrajeron con agua 
amoniacal s e g h  Tognetti y col. (Tognetti y co1.,1989), utilizando material 
congelado o liofilizado. 
Los extractos de Bromus auleticus y Bromus pictus requirieron la adicion de 
trazas de acido ascorbic0 en la solucion de extraccion, para minimizar la 
oxidation de 10s mismos. Se sembraron 10s extractos crudos en columnas con 
resinas de intercambio ionico (Mixed Bed, BioRad), para eliminar compuestos 
cargados que interfieren con las cromatogr&as, luego de lo cual se liofilizaron a 
sequedad y se resuspendieron en agua amoniacal. 
3.2 - Anilisis por mktodos colorim~tricos 
Se cuantificaron 10s fi-uctanos por el metodo de Percheron (1962). Se midieron 
10s &cares reductores de 10s extractos por el metodo de Somogyi-Nelson 
(Spiro, 1966). 
3.3 - Anrilisis por cromatografia en papel 
Alicuotas de 10s extractos se sembraron en papel Whatman No 1 o 3 y se 
desarrollaron en forma descendente utilizando como solvente la mezcla 1-butanol 
: piridina : agua (6:4:3; vlv) durante 24-30 hs. Los &cares conteniendo fi-uctosa 
se revelaron con reactivo de naftorresorcinol (Forsyth, 1948). 
La cuantificacion de sacarosa de las muestras se realiz6 eluyendo la zona de 
corrida del disacbido luego de la cromatografia, con agua amoniacal a 100°C, 
luego de lo cual se cuantifico por el metodo de Percheron (1962). 
3.4 - Anailisis por cromatografia en capa delgada 
Los fructanos heron separados en placas Schleider & Schull F-1500, en 
cromatografia ascendente, usando 1-butanol : 2-propanol : agua (3: 12:4;v/v), en 
tres desarrollos. Las placas se revelaron con el reactivo de urea-acido- 
ortofosforico (Dedonder, 1952) para la identificacion de anicares conteniendo 
fructosa. 
3.5 - Anailisis por cromatografia de exclusibn molecular 
Los miembros de la serie de hctanos de las especies Helianthus tuberosus, 
Triticum aestivum y Bromus pictus heron separados en una columna de Bio-Gel 
P2 extra fino, BioRad (2 x 0,005 m) segfm Pontis (1968). 
Se realizaron extractos acuosos de anicares solubles de tubkrculos maduros de 
H.tuberosus y vastagos de trigo cv San Agustin, expuestos 74 &as a bajas 
temperaturas, utilizando el protocolo detallado anteriormente. Las cromatografias 
se corrieron con agua a pH 8 con 0,2% de azida sodica para prevenir 
contaminaciones microbiol6gicas. Se recogieron fiacciones y se analizaron 10s 
fructofuranosidos por cromatografia en papel y por el metodo de Percheron 
(1962). 
3.6 - Anailisis por cromatografia de intercambio anibnico acoplada a 
deteccibn amperomitrica de pulsos 
Los oligosac~dos e analizaron por cromatografia de intercambio anionic0 
acoplada a deteccion amperomktrica de pulsos (HPAEC-PAD). El anidisis se 
llevo a cab0 en el laboratorio del Dr. N. J. Chatterton, de la Universidad de Utah, 
U.S.A. Se us6 una columna HPIC-AS6 conteniendo estirendivinilbenceno y un 
detector Dionex Series 4000. Las muetras heron purificadas y las fiacciones 
heron comparadas con estbdares conocidos preparados y corridos s e a  
Chatterton y col. (1989). 
4 - Extracci6n y anilisis de proteinas solubles 
4.1 - Extraccidn y cuantificacidn de proteinas solubles 
a) Extraction de proteinas para medicion de actividades enzimaticas en extractos 
crudos 
Muestras de raices y vastagos de plantas control y tratadas y guardadas a -80 
"C, se homogeneizaron con mortero bajo nitrogen0 liquido. Los homogenatos se 
prepararon extrayendo el polvo obtenido con buffer HEPES 100mM, pH 73, P- 
mercaptoetanol 20 mM, MgC12 10 mM, EDTA 2 mM, PMSF 0,5 mM, 
etilen&col2% (vlv) y 20% (vlv) de glicerol. 
Los extractos se cenegaron 30 minutos a 20.000 x g y el sobrenadante h e  
usado inmediatamente para 10s ensayos de sacarosa-sacarosa hctosil transferasa 
(SST) o filtrados a travks de columnas de Sephadex G-50 para separar 10s 
azizcares contenidos en el extract0 proteico, antes de medir las restantes 
actividades enzimaticas. 
Los extractos de vastagos de ambas especies mostraron niveles altos de 
compuestos oxidados, que luego interfirieron con las mediciones de actividad, 
dando blancos de reacci6n con absorbancias altas, por lo que se debieron filtrar 
por dos columnas consecutivas de Sephadex G-50 (BioRad) hasta obtener 
extractos no coloreados, sin pkrdida de proteina total. 
b) Extracci6n de proteinas para purification de SST 
Vastagos de plantas de Bromus pictus tratadas por 7 &as a 4°C heron 
cosechados y guardados a -80" C hasta su extraction. Se extrajeron las proteinas 
solubles con buffer de McIlvaine (1921) 50 mM pH 5,2, PVPP 1%, NaHS03 10 
mM, PMSF 0,l mM, pepstatin A lpglml y P-mercaptoetanol 10 mM. Una 
fraccion de 10s extractos se fdtro por columnas de Sephadex G-50 para medir 
actividad en extract0 crudo, el resto se us6 para 10s posteriores pasos de 
purification. 
Se cuantificaron 10s extractos proteicos por el mktodo de Bradford ( 1976). 
4.2 - Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 
Fracciones de 10s extractos crudos se mezclaron con buffer de siembra y se 
corrieron en geles de poliacrilamida al8% con SDS, s e g h  Salerno y col. (1989). 
Tambikn se realizaron geles de poliacrilamida en gradiente de 10 a 15%. Las 
proteinas se tiiiieron con azul de Coomasie. 
4.3 - Estudios tipo "western" 
Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa y se usaron para la deteccion inmunologica de sacarosa-fosfato 
sintasa (SPS) y sacarosa sintasa (SS) utilizando anticuerpos policlonales de 
conejo contra SPS y SS de hoja de arroz, desarrollados en el laboratorio (Lic. G. 
Pagnussat s e g h  Salerno y col. ,1989). 
Las membranas se revelaron por el mktodo de la fosfatasa alcalina acoplada a 
deteccion colorimktrica, se@ Salerno y col. (1989). 
5 - Medicitin de actividades enzimiticas 
5.1 - Actividad sacarosa-fosfato sintasa 
La actividad SPS se midi6 por determinacibn de la sacarosa formada luego de 
la incubacion de 10s extractos enzimaticos, en condiciones de velocidad m h a  
con buffer HEPES 100 mM pH 7,5; MgC12 20 mM, UDP-Glc 10 mM y en 
presencia de Fru-6P 10 mM, Glc-6P 50 mM y arbutina 10 mM. La sacarosa 
formada se cuafltific6, luego de la remoci6n con hlcali de la hctosa-6P 
remanente, por el mdtodo de Percheron (1962). 
5.2 - Actividad sacarosa sintasa 
La SS fue medida por formaci6n de sacarosa, luego de la incubacibn de 10s 
extractos enzimaticos en buffer HEPES 100 mM pH 7,5; MgC12 20 mM, 
UDPGlc 10 mM y en presencia de Fru 10 mM. La hctosa remanente se 
destruy6 con hlcali y se cuantifico la sacarosa formada por el mdtodo de 
Percheron (1962). 
5.3 - Actividad invertasa aicida 
La actividad INV se midi6 en buffer acetato de sodio 100 mM pH 4,5 y 20 
mM de sacarosa, en el caso de la medici6n de actividades en extractos crudos y a 
pH 5,2 con sacarosa 200 mM en el seguimiento de la actividad durante la 
purification de la SST. Los &cares reductores formados se midieron por el 
mdtodo de Somogyi y Nelson (Spiro, 1966) 
Las actividades SS, SPS e INV se ensayaron incubando a 30°C, en volbenes 
M e s  de 50 pl durante una hora, tiempo en el que las actividades se 
mantuvieron lineales. 
5.4 - Actividad de sacarosa-sacarosa fructosil transferasa 
5.4.1 - Metodo radiactivo acoplado a cromatografia en papel 
La actividad SST se ensay6 por incubacion de 10s extractos crudos a 30°C 
durante 4-6 hs., tiempo durante el cual la actividad se mantuvo lineal, con 
sacarosa [14c] 200mM (259 Bqlpmol) en buffer acetato de sodio 100 mM pH 
5,2, en un volimen final de 50 pl. La mezcla de reaccion fue analizada por 
cromatografia en papel como se describio anteriormente. La zona del trisachido 
fue fraccionada y su radiactividad cuatltificada en un contador de centelleo. 
5.4.2 - Desarrollo de un mktodo enzimatico-colorimktrico 
Se utilizaron vastagos de plantas de Bromus pictus, Triticum aestivum y 
Hordeum vulgare, tubbculos de Heliantus tuberosus y raices de Cichorium 
intybus, crecidas y tratadas con bajas temperaturas como se describi6 
anteriormente, para el desmollo de esta metodologia. 
La enzima Sacarasa comercial (Megazyme) se preparo disolviendo 50 U 
Sacarasa en 100 ml de buffer Maleato de sodio 100 mM pH 6,5. La solucion se 
fracciono y guard6 en alicuotas de 1 ml a -20" C hast. su uso. 
La actividad SST se incubo en las mismas condiciones que se describe para el 
metodo radiactivo. A partir de estos tubos de reaccion se tomaron alicuotas de 10 
a 20 pl y se adicionaron a tubos conteniendo 0,25 U de Sacarasa en buffer 
maleato de sodio 50 mM pH 6,5 en un volumen total de 400 pl. La hidrolisis de 
la sacarosa remanente se llevo a cab0 incubando 1 h. a 40" C. Se trataron 
alicuotas en 0,4 M NaOH por 10 minutos a 100" C, se e&6 y se cuantific6 el 
product0 por el metodo de Percheron (1962). 
Paralelamente, se midieron las actividades SST por el metodo radiactivo 
descripto anteriormente para comparar arnbos mktodos. 
Los resultados presentados son un promedio de por lo menos tres 
experimentos independientes. 
6 - Purificacihn parcial de la actividad sacarosa-sacarosa fructosil 
transferasa de vistagos de plantas de Bromus picfus expuestas a 
bajas temperaturas 
Para 10s ensayos de purification se usaron plantas de Bromus pictus sometidas 
a 7 &as de bajas temperaturas. 
El extracto se centrifug6 20 minutos a 20.000 x g y el sobrenadante se filtr6 
por lana de vidrio (Extracto crudo) 
Se ensayaron 10s siguientes pasos de purificacibn: 
- Precipitacibn con sulfato de amonio: El extracto crudo h e  sometido a 
precipitaciones con sulfato de amonio con 10s siguientes cortes:O-30% I 30- 
60% 130-8OW 60-80%. 
En todos 10s casos, 10s extractos se incubaron en presencia de la sal, una 
hora con agitaci6n a 4°C y se centrifugaron por 15 minutos a 15.000 x g. 
Los precipitados se resuspendieron en 1-3 ml de buffer de McIlvaine (1921) 
50 mM pH 5,2 con CaC12 1 mM y MgC12 1 mM. 
Diiilisis: Los precipitados resuspendidos se dializaron durante una hora 
contra 0,5-1 1 buffer citrato-fosfato de sodio 20 mM pH 5,2, haciendo tres 
cambios de buffer. 
Cromatomafia de afinidad: la fiaccion dializada con mayor actividad SST se 
us6 para separar ghcoproteinas usando una columna de Concanavalina A- 
Sepharose (10 X 1 cm) equilibrada con buffer acetato de sodio 20 mM pH 
5,2 con CaC12 1 mM y MgC12 1 mM. 
La columna se sembr6 y lavo con el buffer de equilibria suplementado 
con 10s inhibidores de proteasas usados en el extract0 crudo. Se recogieron 
fiacciones de 2 ml. 
Las ghcoproteinas se eluyeron con 50 ml de metil-a-manopiranosido 250 
mM en buffer de lavado con 15% ghcerol. Se colectaron fiacciones de 0,5 
ml a 0,5 d m i n .  
- Cromatofiafia de intercambio anionico: 
a) DEAE-Sephacel 
Las fiacciones purificadas en la cromatografia con Concanavalina A- 
Sepharose se sembraron en una columna de DEAE-Sephacel (10 X 1 cm) 
equilibrada con buffer acetato de sodio 20 mM pH 5,2. Se lavo con 5 ml de 
buffer suplementado con inhibidores de proteasas y 10% de ghcerol. La 
elucion se realizo por un gradiente lineal de 0-500 mM de NaCl (50 ml). Se 
colectaron fiacciones de 0,5 ml. 
b) MonoQ 
Fracciones provenientes de la cromatografia en ConA-Sepharose se 
utilizaron para ensayar una cromatografia de intercambio anionico en FPLC. 
Se sembro la muestra en una columna MonoQ y se corrio a 1,5 MPa. 
Se hizo un lavado con 5 ml de buffer acetato de sodio 20 mM pH 5,2 con 
PMSF 0,l mM y luego se eluyo con un gradiente lineal de 0-500 mM de 
NaCl(50 ml). Se colectaron fiacciones de 0,5 ml. 
- Cromatografia de interaccion hidrofobica: fiacciones concentradas 
provenientes de la cromatografia en DEAE-Sephacel se sembraron en una 
columna de Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (5 X 1 cm). Se equilibro con 
buffer acetato de sodio 20 mM pH 5,2. La elucion se realiz6 con un 
gradiente lineal decreciente de 2-0 M (Nm)2S04 en buffer suplementado 
con inhibidores de proteasas y 10% de glicerol (20 ml ). Se colectaron 
fiacciones de 0,6 ml. 
Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS: las fi-acciones proteicas 
concentradas de 10s distintos pasos de purificacion se separaron en geles 
desnaturalizantes de acrilarnida al8%, se@ Salerno y col. (1989). 
Todos 10s pasos de purificacion heron llevados a cab0 a 4°C. Las proteinas 
heron cuantificadas por el metodo de Bradford (1976). 
Se midieron las actividades de SST e INV, en las condiciones detalladas 
anteriomente. 
Las determinaciones de actividad SST, medidas con inhibidores de INV, se 
realizaron utilizando HCl-Piridoxal en concentraciones 20 6 50 mM, s e g h  el 
experimento. 
La curva de actividad SST vs. pH h e  realizada con buffers de la serie de 
McIlvaine (1921), en el rango de pH 3 - 7 3  
7 - Determinacibn de daiio celular con reactivos fluorescentes 
Las raices de plantas control y de plantas sometidas a sequia se incubaron con 
compuestos fluorescentes para determinar viabilidad celular por medio de 
microscopia de fluorescencia. Se utilizo ioduro de propidio (100 yglml) como 
deterrninante de mortalidad celular in vivo. Los tejidos se incubaron una hora en 
la solucion con ioduro de propidio y luego se infiltraron 10s tejidos cinco rninutos 
con vacio. Para las observaciones se utilizd un microscopio Zeiss Axioplan 
MC80, EPIHI3050, con filtro para epifluorescencia. Las cklulas que mostraron 
nucleos rojos, observadas al microscopio de fluorescencia, corresponden a 
cdlulas muertas. Se utilizaron peliculas Kodak color de 400 asa para tomar 
fotografias de las observaciones microscopicas. 
8 - Protocolos de tbcnicas basicas de biologia molecular 
Las siguientes tkcnicas se realizaron seg-hn se describe en Sambrook y col., 
1989: 
- Minipreparaciones y maxipreparaciones de plasmido, por mktodo de lisis 
alcalina. 
- Obtencion de cklulas competentes de E. coli. 
- Transformacion genktica de cklulas de E. colz. 
- Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa nativos (ADN) y 
desnaturalizantes (ARN). 
- Transferencia de acidos nucleicos a membranas de nylon. 
Los fiagmentos de digestion de ADN, PCR y 10s vectores utilizados para 
secuenciacion, se purificaron con "kits" de prepAgene (BioRad) y QIAGEN 
(Germany). 
35 
La marcacion de sondas con [a PI dCTP por marcacion al mar se realizo con 
"kits" de DuPont (USA) y Promega (USA). 
9 - Extraccicin de ADN y ensayos tipo "Southern" 
La extraccion del ADN genomico de vastagos de Bromus pictus se realizo 
s e g h  el protocolo de Dellaporta, Wood & Hicks (1983). Se tomaron alicuotas y 
se midieron absorbancias a 260 y 280 nm para c ~ a n ~ c a r  y verificar la pureza. 
Se corrieron fiacciones de las extracciones en geles de agarosa a1 0,6% para 
verificar la integridad del ADN genomico, luego de lo cud se digiri6 el ADN con 
las enzimas de restriction EcoR I y Hind 111. 
El ADNc completo de la 6-SFT de cebada h e  cedido gentilrnente por el Dr. A. 
Wiemken, del Botanisches Institut der Universitiit, Basilea, Suiza, para utilizarlo 
como sonda heterologa en las hibridaciones con acidos nucleicos. 
Los fiagmentos transferidos a membranas de nylon se hibridaron con la sonda 
heterologa radiactiva del ADNc completo de la 6-SFT de cebada. La hibridacion 
se llevo a cab0 a 55 "C en buffer de hibridacion conteniendo buffer fosfato de 
sodio 0,5 M pH 7, BSA 1% y SDS 7% o buffer PAES durante toda la noche con 
agitation. Las membranas heron luego lavadas de una a tres veces por 15 
minutos con SSC 1X / SDS 0,l %. La hibridacion con la sonda homologa 
BP760-Gll se llevo a cab0 con buffer PAES a 65°C durante toda la noche. Las 
membranas se lavaron a alta astringencia con SSC O,lX/ SDS O,1% a 65°C. 
Las membranas se expusieron sobre placas f o t ~ g r ~ c a s  de alta sensibilidad 
(Kodak, XOMAT). 
10 - Extracci6n de ARN y ensayos tip0 "Northern" 
Se extrajo el ARN total de distintos organos de plantas de Bromus pictus 
siguiendo el protocolo de Schuler & Zielinski (1991) o el protocolo de Trizol 
(GIBCO-BRL). Los extractos se guardaron en agua 6 50% de etanol a -20 "C 
hasta su uso. 
La cuantificacion del ARN se realizo por espectrofotometria y la calidad del 
ARN extraido se verifico en geles desnaturalizantes de agarosa al 1,5% con 
formaldehido, s e g h  el protocolo descripto en Sambrook y co1.(1989). 
Los ARN transferidos a membranas de nylon se hibridaron y lavaron con las 
mismas condiciones que en 10s ensayos tip0 "southern". 
11 - Construcci6n de una biblioteca de ADN copia en fagos 
Se construyo una biblioteca de ADN copia en fagos a partir de ARN total de 
vastagos de plantas de Bromus pictus expuestas a 7 dias de bajas temperaturas, 
extrayendo con Trizol. 
La biblioteca de ADN copia, el escrutinio y la escision de 10s fagkmidos se 
llevo a cab0 s e g h  el protocolo del "kit" &ZAP 11 (Stratagene, USA). 
12 - Hibridacidn con sondas heterdlogas de cebada 
Los estudios tip0 ccsouthem" y ccnorthem" y el escrutinio de la biblioteca st; 
realizo utilizando el ADNc entero (2,2 kb) o un fiagmento de 1,l kb de digestion 
con Pst I de la 6-sacarosa hc t an  hctosil transferasa (6-SFT) de cebada 
(Hordeum vulgare) . 
13 - Sintesis de ADNc de Bromus pictus para RT-PCR 
Se sintetiz6 ADNc a partir de ARN total de vastagos de Bromus pictus 
expuestos 7 dias a estrks por frio. La sintesis se llev6 a cab0 usando la 
transcriptasa reversa M-MLV (Promega, USA) y 2pg de ARN. Se ensay6 la 
sintesis usando un oligonucleotido especifico (Lz, ver miis adelante), 
oligonucle6tidos a1 azar y oligo-dT, en las concentraciones y a las temperaturas 
requeridas por la enzima segim el catdogo. 
14 - Reaccidn en cadena de la polimerasa 
Se diseiiaron oligonucle6tidos a partir de las secuencias conocidas de 10s genes 
de hctanos clonados, en lugares consenrados tanto en mono como en 
dicotiledoneas: 
U1: 5'- TTCTACCAGTACAA CC - 3' (Oligonucle6tido degenerado en la base 1 15: C o T) 
Uz: 5'- TGGGGATCGGGTTGAGATACGA - 3' 
Ll: 5'- GACGCATAAAACTTTCC - 3' 
L2: 5'- CCGGTGGCGTTGTTGAACAA - 3' 
Se pusieron a punto 10s protocolos de amplificacion, utilizando distintas 
concentraciones de MgC12 y distintas temperatwas de aparearniento de 
oligonucle6tidos. 
Se diseiio un programa de amplificacicin, que result0 ser el 6ptimo para la 
amplificacion de secuencias imicas del tamaiio esperado de ADNc para cada 
combinacion de oligonucle6tidos: 5 min a 93"C, 35 ciclos de 1 min a 93"C, 1 
min a 55°C para UlL2 y 60°C para U2L2, 2 min a 72°C y una extension de 10 
min a 72°C. 
Se amplificaron secuencias de ADNc y gen6micas de las especies de Bromus 
utilizando este programa. 
15 - Secuenciacibn y analisis de secuencias 
Los fiagmentos de ADNc amplificados por la tecnica de RT-PCR se 
secuenciaron por el mktodo de Sanger y col., (1977) con el kit del " h o l  DNA 
Sequencing System" de Promega (USA) o por secuenciacion autodtica 
(Research genetics SeqEXPRESS, USA). 
Todas las secuencias heron comparadas contra bancos de datos (BLAST 
DATABASE, non-redundant GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences). 




1 - Analisis comparativo de la acumulacibn de azucares en distintas especies de 
Gramineas nativas sometidas a frio 
Se comenzo el estudio del metabolismo de hctanos fkente a1 estres por fiio en 
Gramineas patagonicas, analizando el comportamiento de las distintas especies en cuanto a 
la acumulaci6n de hctanos. Para ello se realizaron extractos de h c a r e s  de vastagos de 
plantas de las especies Agropyron magellanicum, Festuca pallescens, Festuca gracillirna, y 
Bromus pictus. 
El anhlisis cromatogritfico de extractos acuosos de hojas de todas las especies antes 
mencionadas, expuestas a tratamiento de frio, revelaron diferencias ~ i ~ c a t i v a s  en la 
cantidad de hctanos acumulados entre 10s distintos generos (Figura 6). 
La sintesis de 10s polimeros de hctosa en las tres especies mostradas comenzo luego de 
la exposicion a bajas temperaturas, aumentando la concentracion de 10s h c a r e s  con 10s 
dias de estres. 
La cuantificacion de estos h c a r e s  por el metodo de Percheron (1962) mostro el rnismo 
patron que en las TLC (Figura 7). 
En las especies de Festuca el aumento de hctanos se debio, mayoritariamente, a una 
acumulacion de sacarosa, detecthdose luego de cuatro dias a 4°C solo trazas de hctanos 
de bajo GP. 
En las hojas de A. magellanicum tambien se observaron aumentos importantes en la 
concentracion de sacarosa durante las bajas temperaturas, per0 tambien se hall6 la 
acumulacion de polimeros de hctosa, demostrkndose la existencia de oligosachidos de 
alto GP que se observan en la siembra de la TLC. Esta especie mostro, ademas, un 
decrecimiento en la cantidad y tamaiio de 10s hcto-oligosachidos luego de cuatro dias de 
estrks (Figura 6). 
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Fhmm 7: C o m ~ s  de ~ ~ r d o s  de bjas de phntas de Fesduco grecillinra, 
F e p e d k s m m  y Agmqymm mzgelhhrn tntrdtrs r 4°C. Los azircares solubles 
conteniado fiwtma se ~ t i f i ~  por el m M o  de Percheron (1%2). 
2 - Analisis de 10s fructo-oligosacaridos de las especies de Bromus 
2.1 - EstrCs por bajas temperaturas 
B. auleticus y B. pictus mostraron diferencias significativas en la composition de 
hidratos de carbono, entre si y con 10s patrones encontrados en las anteriores especies 
patagonicas. Los &cares solubles conteniendo hctosa de vastagos de ambas especies 
tratadas con bajas temperaturas heron analizadas por TLC (Figura 8, calles C y F, control y 
frio respectivamente). 
Las plantas de B. auleticus crecidas en condiciones control (25°C y riego fkecuente) 
contienen bajos niveles de fi-uctosidos. 
En el caso de B. pictus, nativa de la Patagonia, la concentracion de hctofuran6sidos h e  
mucho mayor, observhdose fi-uctanos de GP mayor a 15. Los patrones de &cares heron 
identicos para la parte aerea y las raices en ambas especies. 
La evidente diferencia encontrada en el nivel total de hidratos de carbono de las plantas 
control de ambas especies indica que, antes que 10s tratamientos de frio y sequia heran 
ensayados, ambas plantas tenian grandes diferencias en la acumulacion de sacarosa y 
hctanos. 
Durante el tratamiento con bajas temperaturas las plantas de B. pictus no mostraron 
diferencias en el contenido de hctbsidos totales, observhdose el enriquecimiento en el 
contenido de sacarosa y oligosac~dos de bajo GP, en detriment0 de oligosaciiridos 
mayores en el septimo &a de tratamiento. Sin embargo, aunque el patron de &cares en el 
septimo &a se encuentra alterado, el contenido total de hctosa se mantuvo constante. 
B. auleticus present6 una modification importante en el contenido de hctanos bajo 
estres por frio, segixn se aprecia por TLC (Figura 8). La sacarosa y 10s hctanos aumentan 
paulatinamente con el tiempo de exposicion a bajas temperaturas, imitando el tipo de 
respuesta encontrada para las especies de Festuca y Agropyron. 
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El contenido de hctosidos de raices y vastagos de B. auleticus (Figura 9 y 10) y B. 
pictus (Figura 11 y 12) se cuantifico en las condiciones control y £iio por el mktodo de 
Percheron (1962). 
A diferencia de la especie patagonica, B. auleticus mostro tanto en raices como en 
organos akreos un aumento de varias veces en su contenido de hctosidos con respecto a las 
plantas control. Aunque la concetracion de &cares al final del tratamiento a 4°C h e  
similar en ambas especies, B. pictus mostro concentraciones medias superiores durante todo 
el period0 de fiio. 
Los altos valores de desviacion esthdar observados en la especie patagonica, 
contrastante con las medidas en B. auleticus, pueden deberse a que las plantas utilizadas 
para realizar estos estudios provienen de semillas obtenidas de poblaciones naturales, por lo 
que esas diferencias reflejarian las variaciones poblacionales existentes en ambas especies. 
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F ' i  12: Contenido de fhctbidos de vktttgos de pladfs de hlluls picfus 
trrtadas a 4°C. Los a n i m s  conteniendo fiuctosa se cuatltificaron por el m M o  de 
Percheron (1%2). Los resultados son el promedio de d menos bes repeticiones 
independientes. 
Debido al importante awnento de sacarosa observado en la especie patagonica durante el 
tratamiento con bajas temperaturas, se midieron 10s niveles de este &car en vastagos de B. 
pictus (Figura 13). Esta especie mostro, como se habia observado en la TLC (Figura 8), un 
sensible aumento de sacarosa a partir del primer dia del tratamiento a 4°C. Este aumento se 
mantuvo durante 10s siete dias de bajas temperaturas, llegando a representar el 20% de la 
hctosa total acumulada en frio (comparar Figuras 12 y 13). 
La acumulacion de h c t m o s  puede deberse a una redistribucion de fotoasimilados por 
detention del crecimiento. Para evidenciar variaciones en el crecimiento durante el 
tratamiento con bajas temperaturas, se analizo la evolucion del peso seco de vastagos y 
raices durante la exposicion a 4°C en ambas especies de Bromus (Tabla 5). No se 
observaron diferencias en el PS relativo de controles y plantas tratadas en ninguna de las 
dos especies. 
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Tabla 5: Relaci6n %Peso SecoIPeso Fresco en vistagos y raices de plantas de 
Bromus auleticus y Bromuspictus tratadas a 4OC. Los tejidos se liofilizaron o secaron 
en estufa a 85°C hasta alcanzar peso constante. Los valores es th  expresados como 
PSIPF X 100 k D.E. 
Bromus auleticus Bromus pictus 
Control 18,3f 1,3 23,8+0,8 
1 dia de fiio 17,8kO,4 22,6+2,1 
Vastagos 2 dias de fiio 18,0+1,3 24,8+ 1,6 
4 dias de fiio 19,0+1,9 23,6+1,7 
7 dias de fiio 19,6+1,4 24,8+ 1,5 
Control 9,3+1,1 1 1,3&1, 1 
1 dia de M o  8,7+1,7 10,8+2,0 
2 dias de fiio 8,4+1,5 12,4+2,2 
4 dias de fiio 9,4+1,5 12,9+1,1 
7 dias de fiio 9,3+1,1 13,2f 1,9 
Como se describio anteriormente, la via de sintesis y degradacibn de hctanos en 
Gramineas es una ruta compleja, formada por varias actividades enzimaticas posibles. El 
estudio de la estructura molecular de 10s oligosachridos puede ayudar a dilucidar las 
actividades caracteristicas de cada especie (Livingston 111, 1993). Para comparar 10s 
patrones de fi-ucto-oligosachridos de la especie patagbnica con 10s de varias especies 
acumuladoras de hctanos de composicion conocida, se cromatografiaron en columnas de 
Biogel P2 extractos acuosos de fructanos de H. tuberosus (Figura 14). Se compari, el patron 
de azixcares, con 10s obtenidos de vastagos de Triticum aestivum var. San Agustin sometidos 
a 74 dias de frio y con 10s de vastagos de plantas de B. pictus mantenidos en condiciones 
control (Figura 15). 
Las fiacciones de H. tuberosus recolectadas se anahwon por PC y se determino el grado 
de pureza de las distintas fiacciones. Los fi-uctofuran6sidos de GP 2 (sacarosa), 3 (1- 
kestosa), 4 (nystosa), 5, 6 y 7 lograron separarse eficientemente, no detectindose impurezas 
de oligosac~dos de distinto GP. Los hctanos de mayor tamdo no se resolvieron bien en 
la columna, por lo que eluyeron en fiacciones que contenian mezclas de distintos 
oligosachridos. 
Los h c a r e s  de trigo expuesto 74 dias a bajas temperaturas dieron un patron diferente en 
la cromatografia en Biogel P2. Los picos de d c a r e s  no coincidieron con 10s encontrados 
en H. tuberosus y cada uno de ellos contuvo mas de un oligosachrido, mostrando por lo 
tanto, la existencia de otros isomeros distintos de 10s de la serie de las inulinas, tipicos de 
10s patrones de Compuestas. 
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Los resultados obtenidos con B. pictus heron similares a 10s encontrados en trigo, con un 
gran pico de sacarosa y 10s picos restantes compuestos en general de mas de un 
oligosachido y cuyas comdas en la cromatografia de exclusion molecular no coincidieron 
con 10s hctanos hallados en H. tuberosus. 
Los &cares de plantas de B. auleticus y B. pictus, control y tratadas con bajas 
temperaturas y las diferentes fiacciones separadas por Biogel P2, se m h o n  por HPAEC- 
PAD, con respecto a sus estructuras moleculares. 
El milisis cualitativo de 10s &cares de vastagos de plantas de ambas especies de 
Bromus mostrd diferencias importantes durante el tratamiento con bajas temperaturas 
(Figura 16), confirmando lo observado por TLC (Figura 8). 
B. auleticus en condiciones control contiene trazas de oligosachidos de bajo GP (6- 
kestosa y bifurcosa), observhdose sacarosa y hexosas como &cares mayoritarios. Luego 
de exponer las plantas a siete dias de bajas temperaturas el patron de &cares muestra la 
aparicion de oligosachidos de GP 1 1. 
Los vastagos de plantas de B. pictus muestran hctanos de alto GP aim en condiciones 
control, observhdose oligosachidos de hasta GP 16. Durante la exposicion a 4°C se 
mantiene la existencia de hctanos de alto GP, observ~dose un aumento en el contenido de 
oligosachidos menores a expensas de 10s de mayor GP. 
En ambas especies de Bromus se observa el mismo patron de hctanos. La serie derivada 
de la bifurcosa (1&6 kestotetraosa) es la mejor representada (picos observados en 10s 
cromatogramas). Se evidencia ademas la existencia de otra serie minoritaria (hombros y 
picos pequefios observados en 10s grhficos). Estos hctanos corresponderian a 
oligosachidos de la serie de la inulinas. Arnbas especies contienen las tres isomeros 
posibles de trisachido: l-kestosa, 6-kestosa y neokestosa. 
Las fiacciones de &cares de vastagos de B. pictus separadas en Biogel P2 mostraron la 
separacion de oligosachidos de distintos GP cuando heron analizadas por HPAEC-PAD 
(Figura 17). La fiaccion A correspondio a Eructanos de GP9, la B a GP 8, la C a GP7, la D a 
GP6, la E a GP5 y la F a GP 4. Todas estas fiacciones mostraron la presencia mayoritaria de 
isomeros de la serie de la bifkcosa y picos menores correspondientes a otras series. La 
fkaccion G contuvo 10s tres is6meros de trisachidos y un pico que corri6 antes que la 1- 
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2.2 - EstrCs por dCficit hidrico 
Durante su ciclo de vida las plantas de la especie B. pictus es th  expuestas a condiciones 
extremas de dkficit hidrico, ademas del estrks por bajas temperaturas. 
Con el objetivo de ensayar estrks hidrico en plantas de B. auleticus y B. pictus, se crecieron 
plantas de ambas especies en condiciones 6ptimas de riego, luego de lo cual un grupo de 
macetas se rego con soluciones de PEG 8.000, mantenikndose otro grupo con el riego 
habitual como control. 
El estrks se impuso regando con soluciones de PEG 8.000 en concentraciones crecientes: 
dos &as con PEG 5% dos &as con PEG 10% y tres &as con PEG 20% en un period0 total 
de tratamiento de siete &as. 
Para determinar el grado de sequia ensayado mediante el riego con PEG 8.000, se 
determinaron 10s Yo de soluciones en distintas concentraciones (Figura 18). 
El tratamiento gradual con PEG 8.000 corresponde a un estrks hidrico leve, si se lo 
compara con las condiciones encontradas en la region de distribution de B. pictus, donde el 
potential agua llega a alcanzar -8 MPa. 
Para evaluar el impacto del tratamiento de sequia ensayado se midi6 el estatus hidrico de 
plantas de ambas especies de Bromus en respuesta a la sequia ensayada con PEG por medio 
del contenido relativo de agua (CRA) en la l k a  de las primeras hojas desarrolladas de 
plantas control y expuestas a dkficit hidrico (Tabla 6). El CRA de ambas especies se 
modifico luego del tratamiento con la m h a  concentration de PEG (20%). 
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Fipura 18: Potencial agua de soluciones de PEG 8.000 en concentraciones 
crecientes. El recuadro indica las condiciones de d6ficit hidrico ensayadas en el 
presente trabajo en plantas de B. auleticus y B. pictus. 
Tabla 6: Contenido relativo de agua en las hojas de plantas de Bromus auleticus y 
Bromus pictus sometidas a estrhs hidrico con PEG 8.000. El CRA se midi6 en la 
primeras hoja expandida como PF - PS / PT - PS X 100 k D.E. 
CONTROL SEQUIA 
dia dia 
Especie 2 4 7 2 4 7 
B. auleticus 95f 1 95k2 96f 1 93- 96f1 77+11 
B. pictus 96k3 9 5 s  94f4 9 2 s  96f1 8 2 s  
Se analizaron 10s azlicares solubles que contienen fnxctosa, por medio de TLC de raices y 
vastagos de plantas de ambas especies de Bromus expuestas a sequia (ver Figura 8). El 
deficit hidrico no modifico 10s patrones observados en 10s controles en ninguna de las dos 
especies. 
El contenido de fnxctofuran6sidos se cuantifico en 10s tejidos de plantas de B. auleticus y 
B. pictus (Figuras 19 a 22). Las diferencias observadas a nivel de azlicares entre plantas de 
ambas especies volvieron a evidenciarse en el tratamiento con PEG, encontrando en B. 
pictus un alto contenido de fnxctanos y en B. auleticus solo trazas de oligosachidos. Sin 
embargo durante el tratamiento con PEG 8.000 no se modificaron 10s niveles de fnxctosidos, 
ni en raices ni en vastagos con respecto a 10s controles con riego 6ptimo. 
Las diferencias observadas en el ixltimo &as de tratamiento con PEG en las raices de B. 
auleticus (Figura 19) se debe solamente a que el contenido de agua en estos tejidos es menor 
en las plantas tratadas que en 10s controles (ver Tabla 6). 
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3 - Analisis de las enzimas del metabolismo de sacarosa 
3.1 - Estrb por frio 
El metabolismo de hctanos esth directarnente relacionado con las concentraciones de 
sacarosa en la cClula vegetal. En ambas especies de Bromus se observaron aumentos 
importantes en la concentraci6n de sacarosa durante el tratamiento con bajas temperaturas, 
por lo que se analizaron las actividades de las enzimas asociadas al metabolismo de este 
hidrato de carbono. Se ensayaron las actividades SS, SPS e INV con extractos crudos de 
vastagos y raices de plantas de Bauleticus y B. pictus tratadas a 4°C (Tabla 7). La actividad 
SPS se ensay6 en condicones de Vmiurima. La SS se midi6 en sentido de sintesis de 
sacarosa. Los resultados muestran poca variation en las actividades SS, SPS e INV bajo las 
condiciones ensayadas entre plantas expuestas a 4°C y plantas mantenidas a la temperatura 
de crecimiento. 
Para observar 10s niveles de proteina de la SS y SPS se midieron 10s niveles de estas 
enzimas por inmunoensayos utilizando anticuerpos policlonales de conejo anti-SS y anti- 
SPS de arroz preparados en el laboratorio sin observarse diferencias en la cantidad de 
proteina SS y SPS durante el tratamiento con bajas temperaturas. 
Tabla 7: Actividades de las enzimas del metabolismo de sacarosa en vristagos de 
plantas de Bromus sometidas a bajas temperaturas. Las enzimas SS y SPS se midieron 
por formation de sacarosa (nmoles sacarosa/pg de proteinah), analizadas por el mktodo de 
Percheron (1962). La actividad INV se midio cuantificando azlicares reductores (nmollpg 
de proteinah) por el mktodo de Somogyi-Nelson (Spiro, 1966). 
CONTROL FRIO 
Dias Dias 
Especie Enzima 1 2 4 7 1 2 4 7 
(nmov~g 
pr0t.h) 
SS 1,9 1,9 1,5 1,7 2,l 1,l 1,3 1,6 
Bromus SPS 1,O 0,7 1,O 1,2 1,O 0,7 0,6 1,2 
auleticus INV 9,2 13,5 8,O 10,7 11,8 9,.2 9,5 7,8 
-- 
SS 0,7 0,5 0,6 0,7 0,7 0,8 0,5 0,5 
Bromus SPS 1,O 0,8 0,6 0,9 0,6 0,8 0,5 0,8 
pictus INV 3,6 3,8 5,3 5,4 3,7 5,O 3,O 5,O 
3.2 - EstrCs por deficit hidrico 
Las plantas tratadas con PEG 8.000 no mostraron diferencias en las actividades de las 
enzimas del metabolismo de sacarosa (SPS, SS e INV) con respecto a 10s controles. 
Tampoco se observaron diferencias en cuanto a la actividad SST. Estos resultados coinciden 
con lo observado en la TLC, con respecto a 10s patrones de hcares .  
4 - Ansilisis del metabolismo de fructanos en plantas de Bromus sometidas a 
estrCs por bajas temperaturas 
La actividad SST en distintas especies ha demostrado ser lineal durante horas e incluso 
dias de incubation utilizando extractos crudos y fiacciones purificadas (Cairns y Ashton, 
1994; Shiomi, 1979). En el caso de las especies de Bromus la actividad ensayada a 30 y 
37°C mostr6 rnantenerse lineal mas alla de las 4 h de incubacion, por lo que todos 10s 
experimentos posteriores se realizaron con incubaciones de hasta 4 h. La linealidad de la 
actividad no pareci6 verse afectada por las altas actividades INV encontradas en 10s 
extractos. 
La evolution de la actividad SST durante la exposicion a bajas temperaturas sobre cero 
tambien mostrb diferencias importantes en ambas especies de Bromus (Figuras 23 y 24). 
B. pictus tuvo mayores niveles de actividad SST durante todo el period0 de exposici6n a 
bajas temperaturas, aumentando mas de dos veces 10s niveles de actividad durante el primer 
dia e incrementos de mas de tres veces al final del tratamiento. Esta situation se ve reflejada 
en el importante incremento de trisachido observado en el skptimo dia a 4°C en la especie 
patagonica (Figura 8). 
Como ya se ha demostrado, 10s niveles de fiuctofuranosidos totales no sulken cambios 
importantes durante el estres por frio, per0 se observan cambios en las proporciones de 10s 
distintos oligosachidos, con la depolimerizaci6n de hctanos mayores y el incremento de 
trisachido y sacarosa observado por TLC (Figura 8). El incremento de 1-kestosa se 
encontraria asociado a 10s altos niveles de actividad SST encontrados en la especie 
patag6nica. 
B. auleticus aumento la actividad durante 10s primeros dias de exposicion a Boy para 
luego decrecer a 10s niveles de 10s controles. 
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5 - Estudios de viabilidad celular 
Para analizar el daiio celular causado por el tratamiento con PEG 8.000, se incubaron 
raices de B. auleticus y B. pictus con soluciones de ioduro de propidio. Este compuesto 
fluoresce solo cuando se encuentra en contact0 con el ADN celular, por lo que es necesario 
que la membrana del nucleo se encuentre daiiada para unirse al ADN y emitir fluorescencia 
que se detecta observando nucleos rojizos por microscopia de fluorescencia. Por tanto este 
fluorocromo es un indicador util de mortalidad celular. Este fluorocromo ha podido 
utilizarse particularmente en raices, ya que el tejido es incoloro y no existe interferencia con 
otros pigmentos que tienen autofluorescencia o que fluorescen en las condiciones de 
observacion. El ensayo de viabilidad celular con bromuro de propidio no pudo ser realizado 
en 10s tejidos verdes de las plantas por estas razones. 
Las siguientes fotogrdas muestran apices de las dos especies y su aspect0 luego de siete 
dias de tratamiento con PEG 8.000 (Figura 25). 
Las observaciones microscopicas de raices de las dos especies de Bromus estudiadas 
mostraron que 10s apices e s th  diferentemente afectados por la sequia. Luego de siete dias 
de tratamiento con PEG 8.000 el 50% de 10s apices de las raices de B. pictus contenian 
celulas muertas, mientras que en las mismas condiciones el 95% de 10s apices de B. 
auleticus mostraban cklulas con nucleos rojos, evidencia de mortalidad celular. 
~ 2 ! 5 : V h ~ d a l a h r d e 6 p i a s d t n i a a B t ~ s ~ ~ y ~  
pictars crprcd.I, a White ear PEG 8.m Las raices de plantas conbroi y 
~ S i c t t C t i a s c a n P E G d e a m b a s ~ e s s t i n ~ c a a i ~ d e ~ d i o y s e  
obscrvaran por miuwcopia dc -cia Los tejidos con cihdas de nincleos mj, 
c o m q m k a c t ~ r n ~ .  
A, raiz de B. asrleticus y B, raiz de B. pic-, expmSas a siete dias de lmhnienta con 
PEG, tratsdas can iodpro de propidio y observledas en microsopi0 de 
Aumento: A, 100 X; B, 200 X 
6 - Estudios de la actividad SST de Bromuspictus 
A partir del hallazgo de altas actividades SST en 10s vastagos de B. pictus en respuesta al 
estres por fiio, se propuso estudiar las caracteristicas bioquimicas de la enzima. La presencia 
de altas actividades de INV acida en 10s extractos crudos dificulto el estudio direct0 de 10s 
parhetros de la enzima, por lo cud se intento la purificacion parcial de la misma a fm de 
obtener fiacciones con baja actividad INV. 
La metodologia utilizada para medir actividad SST en extractos crudos (medicion de la 
actividad con sacarosa radiactiva como sustrato, seguida de cromatografia en papel, 
fiaccionamiento y medicion de radiactividad de las fiacciones en contador de centelleo) 
resulta ser inadecuada para intentar un esquema de purificacion de proteinas. Otros metodos 
mas adecuados utilizando HPAEC-PAD han sido usados en recientes trabajos (Koops y 
Jonker, 1994, 1996; Sprenger y col., 1995; Van den Ende y col., 1996; Liischer y col, 
1996), no halltindose disponible en el laboratorio para el presente estudio. 
6.1 - Desarrollo de un mCtodo enzimhtico para el ensayo de la actividad SST 
Con el objetivo de obtener un metodo rapido de ensayo de la actividad SST, compatible 
con 10s tiempos utilizados en la purificacion de enzimas, se desarrollo un mktodo 
enzimatico acoplado a la determinacion directa de trisachrido mediante un metodo 
colorimetrico. 
El procedimiento desarrollado consta de dos incubaciones sucesivas. En la primera, se 
mide actividad SST por incubaciones con sacarosa, en la segunda, la sacarosa remanente es 
hidrolizada por una sacarasa especifica, seguida de destruction de 10s monosachidos 
producido por calentamiento con alcali. Luego, la fi-uctosilsacarosa es medida directamente 
por el metodo de Percheron (1962). 
La aplicabilidad del metodo se ensayo por determinacion de actividad SST en relacion 
con el tiempo de incubacion a 30°C (Figura 26) y con la cantidad de proteina (Figura 27) en 
extractos de varias especies vegetales. 
Se comparb el presente metodo enzimatico con la determinacibn de la actividad SST de 
10s mismos extractos por el metodo radiactivo, utilizado anteriormente para la 
cuantificacibn de la actividad (Tabla 8). 
Tabla 8: Comparaci6n de la actividad SST medido con el nuevo m6todo enzimsitico y 
el metodo radiactivo. Se utilizaron extractos de B. pictus y Hordeurn vulgare para ensayar 
la actividad SST con distintas cantidades de enzima. 
Extractos 
Proteicos Bromus pictus Hordeum vulgare 
METODO 
ColorimCtrico Radioactive ColorimCtrico Radioactive 
fructosilsacarosa (moles) 
ND: No &terminado. 
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6.2 - Purificaci6n de la actividad SST de Bromuspictus 
Usando este metodo para la medicion de actividad SST, se ensayaron protocolos de 
purificacion de proteinas para intentar obtener extractos enzimaticos con baja actividad de 
INV. 
La actividad sacarosa-sacarosa fi-uctosil transferasa en B. pictus probablemente este 
formada por la actividad de dos enzimas, que segim el modelo propuesto para la sintesis de 
trisaciiridos en Gramineas (Figura 4) corresponderian a la actividad 1-SST que sintetiza 1- 
kestosa y a la actividad 6-SFT que en presencia de sacarosa como h i c o  sustrato sintetizaria 
6-kestosa. Las tkcnicas disponibles en el laboratorio no permiten cuantificar 10s dos 
trisaciiridos por separado, por lo que las dos actividades propuestas en Gramineas para la 
formacion de trisaciiridos no pueden ser discriminadas utilizando la metodologia utilizada 
en este trabajo y serhn llamadas en conjunto actividad SST. 
En una primera etapa se utilizo poco material vegetal (50 g) para poner a punto 10s 
diferentes pasos del protocolo de purificacion. Las extracciones de proteinas solubles del 
material vegetal se realizaron de vastagos de plantas tratadas siete dias con bajas 
temperaturas, debido a que en B. pictus este era el tiempo de tratarniento que mostraba 
mayor actividad SST. Paralelamente se siguio la actividad de INV acida. 
Los extractos crudos se precipitaron con sulfato de amonio, ensayindose varios cortes de 
la sal hasta optimizar la precipitacion de la mayor parte de la actividad SST. Los 
precipitados heron dializados y utilizados para ensayar distintos tipos de pasos 
cromatogriificos: Cromatografia de intercambio ionico (DEAE-Sephacel, MonoQ), 
Cromatografia de afinidad (Concanavalina A-Sepharose), Cromatografia de interaccion 
hidrofobica (Phenyl-Sepharose). 
Se ensayaron cromatogr&as de afinidad con Concanavalin A-Sepharose, ya que esta 
tecnica se ha utilizado ampliamente en 10s protocolos de purificacion de ghcoproteinas y en 
especial en la purificacion de INV y enzimas del metabolismo de hctanos (Koops y 
Jonker, 1994, 1996; Liischer y col., 1996; St John y col., 1997; Van den ende y col., 1996). 
Los mejores resultados en la separacion de las actividades SST e INV se lograron 
utilizando el siguiente esquema de purificacion: 
Obtencion del extract0 crudo. 
Precipitacion con sulfato de amonio (30-60%). 
Cromatografla de intercambio anionico: columna de DEAE-Sephacel (Figura 28). 
Cromatografia de interaccion hidrofobica: columna de Phenyl-Sepharose (Figura 
29). 
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Las actividades enzimaticas se midieron como nanomoles de trisachrido formado en una 
hora de incubacibn a 30°C (SST) y como nanomoles de sacarosa hidrolizada en las mismas 
condiciones (INV). Los productos y la cantidad de proteina se midieron por tubo de 
reacci6n usando 35pl de cada fiacci6n proteica. 
Las actividades de SST e INV se solaparon durante la purificacion con DEAE-Sepharose 
y co-purlficaron junto con el segundo pic0 de proteina. Sin embargo pudo reunirse un 
conjunto de fracciones (31 a 40) en donde la mayor parte de la actividad INV era 
descartada y se mantenia alta actividad SST. Esas fracciones se concentraron y sembraron 
en m a  columna de Phenyl-Sepharose. 
Los patrones de proteinas separadas por SDS-PAGE y tefidas con azul de Coomasie 
mostraron pocas bandas a1 final del protocolo de purlficacion (Figura 30). 
La purificacion, segh  esta secuencia, se realizo partiendo de miis cantidad de tejido, a fin 
de tener al final la cantidad suficiente de enzima para la medicion de sus caracteristicas 
bioquimicas. La separacion de las dos actividades h e  imposible de repetir a una mayor 
escala. 
6.3 - Caracteristicas bioquimicas de la actividad SST de Bromuspicaus 
En varios trabajos anteriores se han utilizado inhibidores de INV para lograr medir 
actividades SST sin interferencia de esta enzima (Cairns y Ashton, 1994;). Dentro de estos 
inhibidores, 10s que contienen piridoxal h a .  sido 10s mas utilizados, siendo el clorhidrato de 
piridoxal (HC1-Piridoxal) el de uso mas comim. Con el objetivo de obtener una baja 
actividad INV en las mezclas de reaccion, se utilizaron distintas concentraciones de este 
inhibidor para medir distintos parhetros de la actividad SST utilizando enzima de vastagos 
de B. pictus expuestos a fiio y purificadas por precipitacibn con sulfato de amonio y DEAE- 
Sepharose. 
F i i  3& Eketmfid desnrtarriiltrabe de pmtehms ea g c k  de p b d h m i d r  
am SDS & f k e b a e s  pdiicadrs de SST de Bsorrrrrspidtrs. Se S e n  eximdos 
MLdos (C) de v&tagos de pfantas expestm siete dias a bajas tempersrtmes para eosayar 
. . pmqntdmes coar d k t o  de amono seguida de d i a b k  (Dial), en 
DEAE-Sephacel @EAE) y mmatogdia en ~~ (Fk&-Seph.). 
Alicuotas de cada paso de pudicacicin se semham en geles a1 8% de d a m i d a  y se 
tiiiieron con d de Coomasie. 
Se utilizaron dos concentraciones de HC1-Piridoxal (20 y 50 mM) y se ensayaron las 
actividades SST e INV en las condiciones antes utilizadas. Se calcularon 10s porcentajes de 
actividad de las enzimas y la sacarosa remanente en el tubo luego de la incubacion con el 
extract0 proteico (Tabla 9). El HC1-Piridoxal inhibio fuertemente la actividad INV. La 
actividad SST fue tambih inhibida, per0 mucho mas levemente, por lo que la relacion entre 
las dos actividades cambi6 considerablemente. 
Tomando en cuenta estos resultados, se realizaron las mediciones posteriores utilizando 
20 mM de HCl-Piridoxal, cuya presencia mantuvo la concentracion de sacarosa en 10s tubos 
de reaccion a niveles comparables a 10s iniciales. 
Tabla 9: Inhibicidn de la actividad INV y SST por HC1-Piridoral. Se utilizaron dos 
concentraciones de HC1-Piridoxal, 20 y 50 mM, en el tubo de reaccion de las actividades. Se 
cuantifico la sacarosa remanente en todos 10s casos luego de incubar una hora a 30°C. 
Tubo de reaccidn Actividad INV Actividad SST Sacarosa remanente 
Control 0 %  0% 10 p o l e s  
Sin HC1-Piridoxal 100 % 100% 8,6 p o l e s  
HC1-Piridoxal20 mM 16,5 % 67 % 9,8 p o l e s  
HC1-Piridoxal50 mM 10,3 % 48 % 9,8 p o l e s  
Para caracterizar algunos parhetros bioquimicos de la actividad SST de B. pictus, se 
midi6 la actividad parcialmente purificada por precipitaci6n con sulfato de amonio y 
DEAE-Sephacel a diferentes concentraciones de sustrato, utilizando HC1-Piridoxal 20 mM 
como inhibidor de INV (Figura 3 1) 
Se ensayo la actividad SST a distintos pH utilizando 10s buffers de la serie de McIlvaine 
(McIlvaine, 192 1) (Figura 32). 
F- 31: Actmidtrd SST de Broms pietus a dWiutas co-nes dc 
* - 
saumm. Se d m m m  fmcciones proteicas purificadas para ensayar la actividad SST a 
distintas concentmiones de sustrato, usgndo Ha-piridoxal como inhibidor de INV. 
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F'i 32 Adddad SST dc Br0m.u~ pidus en r&ci&n m n  d pH. Se atifiPuon 
fzwciones pmkic8s @cadas ensayar la actividad SST a didntos pH u t h a d o  . la 
serie de M e r s  de Mchiine (1921) y HC1-Piridoxal como inhiiidor de INV. 
7 - Estudios moleculares de enzimas del metabolismo de fructanos 
7.1 - Analisis moleculares con el ADNc de la 6-SFT de cebada 
7.1.1 - Estudios de hibridacicin de ADN gencimico 
Se estudiaron algunas caracteristicas moleculares de 10s genes del metabolismo de 
fiuctanos en la especie patagonica, basados en 10s estudios bioquimicos y fisiologicos 
realizados en B. pictus en cuanto al metabolismo de fiuctanos en relacion con la respuesta 
al tratamiento con bajas temperaturas. Estudios de hibridacion con genes ya clonados de 
otras especies nos permitirim obtener informaci6n acerca de la existencia de secuencias 
homologas en B. pictus. El objetivo iiltimo fie intentar el clonado de 10s genes de este 
metabolismo en la especie patagonica. El ADNc de la linica enzima del metabolismo de 
fructanos clonada hasta el momento, la 6-SFT de cebada, era una buena hemamienta para 
intentsr el clonado de genes enzimas del metabolismo de fructanos en esta especie 
patagonica. 
Se realizaron estudios de hibridacion de acidos nucleicos utilizando el ADNc de la 6- 
SFT de cebada como sonda. El ADN extraido de vastagos de B. pictus fie digerido con 
enzimas de restriction, separado en geles de agarosa y transferido a membranas de nylon. 
Estas membranas se utilizaron para realizar estudios tipo ccsouthemy', hibridando con el 
cADN de la 6-SFT de cebada por marcacion de nucMotidos a1 azar con "P.s~ utilizaron 
condiciones de baja astringencia para la hibridacion con esta sonda heterologa. 
Las a~torradiogr~as de 10s fiagmentos digeridos con HinD I11 revelaron dos bandas 
intensas de aproximadamente 4,5 y 3,8 Kb. La digestion con EcoR I mostro una sola banda 
de alrededor de 4 Kb (Figura 33). 
F"resnr 33: HibridacSn dc sccuedas dt ADN gtaii- dt Bn,- pietrrs con d 
ADNe de h 6-SFT dc d d a .  El ADN fue digerido con las enzimas de restriccih HinD 
ID (A) y Ecoa I (B), sometido a e l e c t r o f o ~  en geles de agamsa y lmnsfbido a 
mernbrauas de nyloa La sonda se m a d  por oligonucle6tidos a1 azar con [ 32~] y la 
7.1.2 - Estudios de expresihn 
Se realizaron estudios tipo "northern" con el objeto de analizar la existencia de secuencias 
de ARN homologas al ADNc de la 6-SFT de cebada, expresados bajo las condiciones de 
frio en 10s vastagos de B. pzctus. La misma sonda utilizada con el ADN genomico, se utilizo 
para ensayar estudios de expresion. 
Se extrajo ARN total de vastagos de plantas de B. pictus crecidas en condiciones control 
y expuestas a dos &as de bajas temperaturas. Con estos extractos se corrieron geles 
desnaturalizantes de agarosa con formaldehido y se transfirieron 10s ARN a membranas de 
nylon. Las membranas se hibridaron con la sonda de 6-SFT, utilizando idknticas 
condiciones de hibridacion y lavado que en el caso de las hibridaciones con ADN genomico. 
La autorradiografia revelo una banda de hibridacion en ambos extractos, de 
aproximadamente 2,5 Kb (Figura 34). No se observaron bandas de menor intensidad. 
7.2 - Clonado por PCR de secuencias de fructosil transferasas 
7.2.1 - Clonado por RT-PCR 
Utilizando secuencias conocidas de genes de INV y enzimas de hctanos de Gramineas, 
se disefiaron oligonucleotidos especificos en zonas altamente conservadas de la secuencia, 
tanto de aminoacidos como de nucleotidos (Figura 35 A). 
Solo uno de 10s oligonucleotidos (Ull se sintetizo degenerado en la base 15 (C o T), 10s 
demas correspondieron a secuencias totalmente conservadas en la mayoria de las secuencias 
utilizadas para el disefio. Los oligos cubrieron una parte importante de la secuencia de las 
proteinas conocidas (Figura 35 B). Los tamaiios esperados de las secuencias amplificadas 
coincidieron con 10s obtenidos en el caso del clon de la 6-SFT de cebada, utilizada como 
control. La combination UILz mostrb un fiagmento k i c o  de amplification de 
aproximadamente 1,5 Kb, utilizando 55OC como temperatura de apareamiento. 
F m  34= A d M i  de expnsi6n en Vistrgos de phntrs de Bmmas ptdrcs mantenidas 
en c u ~ ~  cxmtml y expucstas dos diis dc bajas tcqcrrtanrs dlhanda el ADNc 
dt la 6-SFI' de ccbPda cgnle wada. Se extrajo ARN en ambas umdicimes, se ensayarm 
electmf& -tes en geles de agarosa y se tradiri6 el ARN a mernhmas de 
nylon. La soda se m a d  por oligonucle6tidos a1 azar con [ 3 2 ~ ]  y Y m e m h  se bibrid6 
en condiciones de baja astrhgencia. 
b 
-Cat, GWYHMEYQYNP WGHAVS GSMTVLP IMIYTG KDFRDP TGEWEC 
GWYHLEYQYNP WGHSVS GSATVLP IMLYTG KDFRDP TGMWEC 
1~~ GWYHLEYQYNP WGHSVS GSATVLPIMLYTG KDERDP TGMWEC 
W M i l h  GWYHLEYQWNP WGHAVS GSATRLP VMLYTG TDFRDP TGMWEC 
MIT- NP WGHAAS GSATVLP VMLYTG KDFRDP TGMWEC 
-
ttpps1 
DLGIGLRYDWXEYASrSF RR'VLMG KGWA EAW LVlXSIV 
DVGIGLRYDYGKFYASKTF RRVLWG KGHA EAIN LVDHSN 
lWG9:GLRYDFGKFYASICfP RRVLW KGW4 EAW LVDHSIV 










I i " E  35: Diseio de o ~ n m ~ t i d o s  e s p e c h  en rcgioncs eoilscmdas de samcncia 
d c a n l i a & d e s d c ~ b c i ~ b o b ~ m a d e ~ e L N V d t v ~ a ~ A ,  
. . Secuencias de aminkidos altamente c o - m  utdmdas para disek 10s 
oiigonucle6tidos Upper 1 y 2 y Lower 1 y 2. B, Secuencia de aminokidos de la 6-SET de 
cebgda iadicando las regiones amplificadas utiiizando 10s ofigonucldtidos ~ C O S  
diseiiados. El par U2L2 amplifico tambien un solo fiagmento de alrededor de 760 pb usando 
60°C para el apareamiento. 
Se sintetiz6 ADNc utilizando ARN total de vastagos de B. pictus expuestos 7 dias a bajas 
temperaturas, utilizando como oligonuclebtidos oligo-dT, oligonucleotidos al azar y el 
oligonucleotido L2. 
A partir de este templado, se amplificaron las secuencias de la especie patagonica, 
utilizando las distintas combinaciones de oligos posible: UIL1, U1L2 y U2L2. De las tres 
combinaciones se logrC, la amplificacion solamente con U2L2. El fiagmento amplificado 
coincidio con el tamaiio esperado de aproximadamente 760 pb (Figura 36). La amplificacion 
dio productos solo en el caso de la sintesis de ADNc con el oligo especifico y con 
oligonucleotidos al azar, no se observe amplificacion en el caso de la sintesis de ADNc con 
oligo-dT. 
El fiagmento obtenido por RT-PCR se clono en el vector pGEMT Easy (Promega) y se 
transform0 en cklulas competentes de E.coli DH5a. Los plasmidos de todas colonias 
analizadas (18 en total) mostraron por digestion con EcoR I un fiagmento de 760 pb. 
Los oligonucle6tidos especificos diseiiados pueden amplificar mas de una secuencia, 
debido a la alta homologia entre todos 10s genes de las enzimas de fructanos y de INV. Para 
analizar esta posibilidad se secuenciaron 10s clones G3, G9 y G 1 1. 
F- 36= RT-PCR dc A m  tetrl dc vabtlqps dc pbmm dc Bromas pidus 
expmestas side dim a bjas tempemturas. La tmmaipsih reversa se realiz6 
. . 
ntrlrzando a LZ ( d e  I), hexauucle6tidos al azar ( d e  2), oligo-dT ( d e  3) como 
oligmucl&tidos. a control negativo sin ADNc se mueslra en la d e  4. La 
amprnubcih se reawi con U2b. 
7.2.2 - Secuencias gen6micas de las especies de Bromus 
Usando ADN de ambas especies de Bromus como templado, se intento la amplificacion 
de secuencias genomicas con 10s pares de oligonucl~tidos utilizados para la RT-PCR. Los 
fiagmentos amplificados con la combinacion U2L2 se separaron en un gel de agarosa 1,2% 
(Figura 3 7). 
En ambas especies se logro la amplificacion de secuencias correspondientes a pesos 
moleculares entre 1,2 y 1,4 Kb. En B. auleticus se distinguieron dos fiagmentos, mientras 
que en B. pictus se observo una tercera banda amplificada de mayor peso molecular, ademas 
de las dos encontradas en la especie del norte. 
7.3 - Biblioteca de ADN copia de Bromuspictus en fagos 
La construction de una biblioteca de ADNc en fagos se llevo a cab0 se* el protocolo 
del kit de A-ZAP I1 (Stratagene), a partir de ARN total de vastagos de B. pictus sometidos 7 
dias a bajas temperaturas, period0 en el cual esta especie mostri, la mayor actividad SST. 
El ADNc sintetizado se clono en el vector A-ZAPII, se empaqueto en fagos y se amplifico 
la biblioteca primaria. 
F"rwn 37: F-mtos gcnidcos dc h m n s  i l i r U b s  y &omus p h  
am@&ados per PCR usando h combimciiin de o ~ o n m c ~ o s  U 2 b  Se 
amplificanm por PCR secuemcias gen6micas usando ADN de B. auletim ( d e s  1 y 2) 
y de B. pictus ( d e s  3,4 y 5 )  como templado. 
7.4 - Secuenciacihn de clones positivos 
Se secuenciaron 10s clones G3, G9 y GI1 provenientes del fiagmento de RT-PCR de 760 
pb clonado en pGEMT Easy (pBP760). El clon G11 se secuencici en ambas direcciones 
utilizando 10s oligonucleotidos universales T7 y SP6, obteniendose la secuencia completa de 
nucleotidos del fiagmento amplificado (Figura 38). Los clones G3 y G9 tuvieron la misma 
secuencia de nucleotidos que G11, por lo que corresponderian al mismo fiagmento 
amplificado. 
7.5 - Analisis de secuencias 
El fi-agmento BP760-G 11 se utilizo para hibridar ADN genomico de B. pictus digerido 
con HinD I11 por medio de la tecnica de "southern". Se marco la sonda con [ 3 2 ~ ]  por el 
metodo de marcado con oligonucleotidos al azar y se hibridaron membranas a alta 
astringencia (65°C y SSC 0,lX / SDS 0,1%). Las autorradiografias revelaron dos bandas de 
hibridacion, una muy intensa de aproximadamente 4,5 Kb y otra mucho mas tenue de aprox. 
3 Kb (Figura 39). La banda mayoritaria coincide en PM con una de las dos bandas 
encontradas en el ADN genomico digerido con la misma enzima e hibridado con la sonda 
de la 6-SFT de cebada (Figura 3 1). 
5 '. . . T G G G G A T C ~ A G A T A C G A ~ T M G ~ A T G C G T C C A C ~ T C G ~ A T G A T C  
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CGTCGTGAAGGGGTGGGCCTCAATTCAGTCAGmCAAGGACGGTGGCT~AGACGAGAAG 
ACCCGGACCAACCTCCTCCTGTGGCCTGTGGAGGAGATTGAGMCCTCCGACTI'MTGCCAC 





G T C A C G G G C C A G A G A C G T G A C G A A G C G G G T G A G  
GAGGCmCGATGAGGGTGCTCGTGGACCACTCCATC~AGciGc'ITcGccAT~GG 
GAGGAcCAcGATGAmcAcGGGTGTAccccATGGAGGCCATCTATGAGMGGCGGGACTG 
TACTTG'ITCMC AACGCCACCGG.. .3 ' 
E " i  3& Sccueacir de pBW66-Gll de & r r ~  p* risfnda por RT-PCR a 
pare de ARN de wistrg8s de plantas expuestas siete dim a 4T. El ADNc se 
sintetkb con hexmucl&tidos a1 azat y el de 760 pb se 9mplific6 utilbndo la 
combinacih de oligonuclebtidos especificos U2b. Los fiaguientos se clmmn en 
pGEMT Easy y el clon GI1 se secuencib en ambas direcciones utitizando 
oligonucleotides universales. Oligonucle6tidos especificos utilizados: U2 - y & - 
E"- 39: H i b M 6 n  de semcmcias de ADN gdimicas de Br- piehrs can 
BP76tbGll. El ADN fie digerido con la enzima de restriccih HinD III, sometido a 
e l e d r o f d  en gel de agarosa y tmndierido a m e m h  de nylon. La sonda se man5 
por oligolmcla6tidos a1 a im con [ 3 2 ~ ~  y la membrana se hibrid6 en condicioms de &a 
astriqpcia 1, 10 pg ADN; 2, 20 pg de ADN. 
Se compar6 la secuencia deducida de aminoacidos de BP760-G11, fragment0 proveniente 
de la amplification por RT-PCR de secuencias de B. pictus, con secuencias obtenidas del 
banco de secuencias GeneBank de enzimas del metabolism0 de hctanos e INV conocidas 
(6-SFT de cebada, 1-SST y 1-FFT de H. tuberosus, 1-SST y 1-FFT de C.scoZymus, 1-SST 
de C.intybus e INV acidas de maiz y esphago) . Se utilize el programa MegiUign 
(DNAStar) y el mktodo de alineamiento en bloques para realizar una comparacion de la 
secuencia completa de asninoacidos deducidos. BP760-G 11 mostri, una alta homologia con 
la 6-SFT de cebada, con la 1-SST y 1-FFT de especies mono y dicotiledoneas y con INV 
acidas solubles de varias especies vegetales (Figura 40 A). 
Los indices de similitud entre las secuencias conocidas de enzimas de hctanos e INV de 
monocotiledoneas se muestran en un Arb01 (Figura 40 B). BP76O-Gllesth asociada a la 6- 
SFT de cebada, las hicas dos secuencias de Gramineas se encuentran separadas del resto de 
las enzimas de hctanos e INV. Las 1-SST y 1-FFT de Compuestas se agrupan en bloques 
separados entre si y tienen mayor similitud con las INV y las 6G-FFT y 1-SST de A.cepa 
que con las enzimas de Gramineas. 
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F i i  41: Camparaci6n de la secuencia deducida de aminosicidos de 
BP760-Gll con enzimas conocidas del metabolismo de fnrctanos e INV 
sicidas. La comparacion se realiz6 con el programa MegAlign (DNAStar) , 
uti3izando el m W o  de alineamiento en bloques. 
A, secuencia completa de aminoacidos deducidos de BP76eGll cornparadas 
con las secuencias antes mencionadas. Los aminoacidos sombreados 
corresponden a 10s que difieren de BP760-G 1 1. 
B, Arb01 correspondiente a 10s indices de similitud de las secuencias de 
aminoacidos deducidas de las secuencias antes mencionadas. 
6-SFfCEB, 6-SFT de cebada (Sprenger y col., 1995) ; SSTALL, 1-SST de A.cepa (Vijn y col., 
1998); SSTCSC, 1 SST C.scolymus (Hellwege y col., 1997); SSCINT, 1 -SST C. intybus 
Halleux y van Cutsem, 1997); SSTHTU., 1-SST de H.tuberosus (van der Meer y col., 1998); 
FFT%SC, I-FFT de C.scoZym2l~ (Hellwege y col., 1998); FFTCINT, 1-FFT de C.intybus 
(Goblet y col., 1997); FTlXTU, I-FFT de H.tuberosus (van der Meer y col., 1998); 6 G - m 7  
6G-FIT de A.cepa (Vijn y col., 1997); );WALL, INV acida de A.cepa (Vijn y col., 1998); 
WASP,  INV acida de esparrago @wyer y col., 1997); INVZMAYS, INV acida Z.mays (Xu 
ycol., 1995. 
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DISCUSION 
1 - Selecci6n del modelo de estudio 
La eleccion de las especies utilizadas para 10s estudios bioquimicos y 
moleculares del metabolismo de hctanos se realizo luego de una busqueda 
exhaustiva de 10s posibles generos de Gramineas distribuidos en la region 
patagonica. Entre estos generos: Bromus, Festuca y Agropyron son 10s mejor 
representados (Somlo y col., 1985; Nicora y Rugolo de Agrasar, 1987; Oliva y col., 
1993; 1994). 
Como resultado de este trabajo se logo la adaptation de las especies nativas 
Agropyron magellanicum, Festuca gracillima, Festuca pallescens y B. pictus a las 
condiciones de cultivo en laboratorio. 
Los ensayos preliminares, en cuanto al metabolismo de &cares, presentaron 
diferencias apreciables entre las especies. Tanto F. gracillima como F. pallescens 
mostraron aumentos en el contenido de sacarosa durante 10s cuatro dias de f3o 
ensayados y en el andisis del patron de hctanos so10 se observaron trazas de 
trisaciirido. En A. magellanicum se observi, la presencia de hctanos de mayor GP 
durante la exposicion a bajas temperaturas acompaiiado por un importante aumento 
de sacarosa. En las plantas de B. pictus se observaron tambien niveles altos de 
polimeros de hctosa, obteniendose patrones complejos de hctanos con m a  mayor 
diversidad de oligosachidos, en comparacion con el resto de las especies analizadas. 
Esta especie contiene hctanos de alto GP tanto en condiciones control como en 
tejidos de plantas expuestas a 4°C. De las especies inicialmente estudiadas para 
analizar la respuesta a Eo ,  se eligio B. pictus para realizar 10s estudios posteriores. 
Por otra parte, la busqueda de especies representadas en regiones del norte de la 
Argentina result0 en la eleccion de B. auleticus como especie adaptada a 
condiciones mas benignas, logrando asi la obtencion de las dos especies requeridas 
para realizar 10s estudios comparatives. 
2 - Estudios de la tolerancia a estrCs por bajas temperaturas en Bromus 
auleticus y Bromus pictus a travCs del metabolismo de sacarosa y 
fructanos 
2.1 - Analisis de 10s fructo-oligosaciridos de las especies de Bromus 
Las plantas de ambas especies de Bromus mostraron una respuesta diferente 
fi-ente a la exposicion a 4°C. En la especie del norte, 10s hct6sidos aurnentaron 
significativamente durante el tratamiento de Mo, sintetizhdose oligosachidos de 
mayor GP y aumentando varias veces el contenido total de hctanos (Figuras 8, 9 y 
10). Esta respuesta ha sido encontrada en muchas de las especies de Gramineas de 
climas templados que sintetizan hctanos (Robson y Jewiss, 1968; Chatterton y col., 
1987; Chatterton y col., 1989; Suzuki, 1989; Tognetti y col., 1990, Chatterton y col, 
1990; Solhaug, 1991; Prud'home y col., 1993; Santoiani y col., 1993; Bancal y 
Triboi', 1993; Equiza y col., 1997). B. pictus, la especie patagonica, mostrb una 
respuesta diferente a todas las especies citadas. El contenido de h c t o -  
oligosacIuidos h e  alto en las plantas mantenidas en condiciones control de 
crecimiento, mostrando niveles comparables a 10s observados en B. auleticus luego 
de siete dias de tratamiento con bajas temperaturas. En vastagos de plantas control 
se observaron oligosachidos de hasta GP 16 (Figuras 8, 11 y 12). Durante todo el 
period0 de fiio ensayado las plantas patagonicas no mostraron una modification 
importante en el contenido total de hctanos, aunque el patron de h c t o -  
oligosachridos se vio modificado, observhdose aumentos en 10s &cares de bajo 
GP a expensas de 10s mayores. 
La tolerancia a bajas temperaturas en plantas de climas templados es un pre- 
requisito para sobrevivir a las condiciones del invierno y recobrar el crecimiento y 
el desarrollo en la prirnavera (Olien, 1967). La aclimatacion al fiio incluye la 
sintesis de componentes como proteinas, emhas,  lipidos y metabolitos. Muchos 
estudios indican que la fotosintesis es uno de 10s procesos mas afectados por el fi-io, 
ya que ha bajas temperaturas la tasa fotosintetica sufke una importante disminucibn 
(Mitchell y Madore, 1992). A pesar de ello, se ha observado la acumulacion de 
hidratos de carbono solubles bajo estas condiciones, indicando que la utilization de 
fotosintatos esta a h  mas resttingida que la fotosintesis ( Pollock, 1986; Griffith y 
McIntyre, 1993). En este sentido Robson y col. (1968) han encontrado en hojas de 
variedades de Festuca arundinaceae adaptadas a distintos ambientes, que las 
variedades mas resistentes al f3o acumulan mas hidratos de carbono solubles que las 
variedades adaptadas a ambientes mas benignos, siendo la sacarosa y 10s hctanos 
10s principales &cares solubles hallados en Gramheas. Tognetti y col. (1990) 
describieron en hojas de variedades argentinas de trigo adaptadas a diferentes 
regiones, que 10s hctanos se encuentran en concentraciones equivalentes en 
variedades sensibles y resistentes a bajas temperaturas crecidas a 23"C, per0 la 
velocidad de acumulacion de estos &cares durante el estrks por fi-io es mayor en 
10s cultivares resistentes. 
Las bajas temperaturas reducen drasticamente la tasa de crecimiento de las 
plantas (Robson y col. 1968; Griffith y McIntyre, 1993; Equiza y co1.,1997). Sin 
embargo Equiza y col. (1997) han encontrado poca correlation entre crecimiento y 
acumulacion de &cares en vastagos de distintos cultivares de trigo primaverales e 
invernales. Los cultivares invernales acumularon en fXo mas &cares reductores y 
fiuctanos que 10s primaverales, con pocas diferencias entre las tasas de crecimiento 
de sus partes aereas. 
La acumulaci6n de &cares puede tener una funci6n dual de reserva de carbono 
y produccion de crioprotectores (Bachman y col., 1994). La sintesis de almid6n es 
relativamente sensible a las bajas temperaturas (Pollock y col, 1983; Stitt, 1987), por 
lo que la acumulaci6n de formas alternativas de hidratos de carbono solubles de 
reserva podria ser una ventaja significativa en especies de climas templados que 
sufren durante su ciclo de vida periodos de bajas temperaturas. Muchas especies 
vegetales de climas templados acumulan sacarosa, fiuctanos o rafinosa cuando son 
expuestas a periodos de fito. Estos hidratos de carbono solubles han sido 
fuertemente asociados a la aclimatacibn al f%o en muchas plantas (Robson y col, 
1968; Tognetti, 1990; Salerno y Pontis, 1989; Suzuki, 1989; Hinesley y col., 1992; 
Santoiani y col, 1993; Wiemken e Ineichen, 1993; Equiza y col., 1997). En varios 
trabajos se ha probado que la rafhosa, la trehalosa y la sacarosa protegen 
biomembranas y proteinas, acturmdo como solutos compatibles en condiciones de 
estrks por fit0 y deficit hidrico (Lineberger y Steponkus, 1980; Yancey y col., 1982; 
Crowe y col., 1984, 1988, 1992; Koster y Leopold, 1988; Sun y col., 1994). Aunque 
con 10s miembros de las series de hctanos no se han realizado estudios semejantes, 
las caracteristicas moleculares de estos azlicares sugieren una funcibn similar para 
estos fi-ucto-oligosachidos. 
En la regibn Patagbnica imperan condiciones severas de bajas temperaturas y 
deficit hidrico en la mayor parte del ail0 (Boelcke, 1957, Soriano y Sala, 1986; 
Bustos y Rocchi, 1993; Tognetti y Salemo, 1995). Los altos niveles de hcto-  
oligosachidos encontrados en 10s tejidos de B. pictus, en comparacion con 10s 
niveles encontrados en B. auleticus, sugieren que estos &cares esth involucrados 
en la tolerancia a condiciones de estres de la especie patagbnica. Estos hidratos de 
carbono podrian tener funcibn protectora de membranas y macromol~culas durante 
la exposicibn a bajas temperaturas y sequia. En este sentido, la depolimerizacibn 
observada en B. pictus elevaria las concentraciones de sacarosa y oligosacetidos de 
bajo GP, molkculas propuestas como solutos compatibles. 
Los patrones de hctbsidos hallados en plantas de las dos especies de Bromus 
estudiadas mostraron m a  amplia variedad de oligosachidos (Figuras 8 y 16). La 
serie derivada de la bifurcosa (1&6 kestotetraosa) es la m k  representada, 
encontrandose oligosac~dos con uniones P-2,6 de hasta GP 16. Tambikn se 
observb la presencia de una serie minoritaria que corresponderia a 10s hctanos de 
la serie de las inulinas. Los tres isbmeros de trisachido 1-kestosa, 6-kestosa y neo- 
kestosa, ademk de rafjnosa, trisachido de glc-h-gal, se encontraron en 10s tejidos 
de ambas especies. Chatterton y col. (1990, 1993) tambien observaron en otras dos 
especies de Bromus (Bromus inermis y Bromus tectorzrm) patrones complejos de 
fiucto-oligosac~dos. Estas dos especies mostraron contener 1-kestosa y 6-kestosa y 
cantidades cornparables de rafinosa. 
La caracterizacicin de la estructura molecular de 10s fiuctanos resulta importante 
para abordar el estudio de las enzimas de la sintesis de estos polimeros en cada 
especie en particular. Como ya se ha detallado anterionnente (Figura 4), la via de 
sintesis de estos polimeros de hctosa en gramimeas resulta ser mas compleja que la 
encontrada en compuestas, por lo que la caracterizacicin de 10s tipos de hctanos 
presentes permite hipotetizar acerca de las actividades enzimaticas responsables de 
la sintesis de estos hidratos de carbono. 
Las actividades enzimirticas responsables de la sintesis del patrbn complejo de 
fructanos encontrado en las especies de Bromus no ha sido a h  elucidada. Sin 
embargo, considerando las estructuras moleculares de 10s oligosachridos de estas 
especies, es probable que la via de sintesis y degradation de estos polimeros de 
fiuctosa incluya las actividades I-SST, 6-SFT, I-FFT, 6G-FFT, I-FEH y 6-FEH 
(ver Figura 4). 
2.2 - Anhiisis de las enzimas del metabolismo de sacarosa 
El metabolismo de b t a n o s  se encuentra intirnarnente asociado a1 metabolismo de 
sacarosa. La actividad SST de todas las especies de Gramineas estudiadas requiere 
de una concentracibn alta de sacarosa, ya que las Km aparentes de estits &as en 
Gramineas serian superiores a 200 M. 
Durante el tratamiento con bajas temperatwas B. pictus y B. auteticus mostraron 
incrementos importantes en el contenido de sacarosa en vitstagos (Figura 8). En la 
especie patagonica, 10s niveles de sacarosa de 10s vastagos de plantas expuestas siete 
&as a 4°C se duplicaron con respecto a 10s controles (Figura 13). 
Este aumento en el contenido de sacarosa de 10s vastagos de plantas expuestas a 
estres por fiio no pudo correlacionarse con variaciones en las actividades de las 
enzimas del metabolismo de este hidrato de carbono, en ninguna de las dos especies 
de Bromus, bajo las condiciones estudiadas. 
Se demostrb en el caso de la SPS que las modificaciones en la actividad se 
ponian en evidencia cuando era ensayada en condiciones especiales de sustrato, ya 
que existen formas de esta enzima que se ven diferentemente afectadas ante 
situaciones fisiologicas en donde se observa la acumulacion de sacarosa (Doehlert y 
Huber, 1983; Stitt, 1988). La modification de la actividad SPS parece estar regulada 
por fosforilaci6n. Se han detenninado las condiciones de medicion de actividad para 
concentraciones de sustrato limitante solo para las SPS de espinaca y arroz (Doehlert 
y Huber, 1983,1984; Pagnussat y col., 1999) y se ha observado que Cstas son 
especie-especificas. Las condiciones de medicibn de la actividad SPS en las especies 
de Bromus no han sido aim determinadas. Los ensayos en 10s experimentos 
presentados han sido medidos en condiciones de Vmb. Mediciones de SPS en 
condiciones limitantes de sustrato utilizando las condiciones encontradas para arroz 
(Pagnussat y col., 1999) no han dado tampoco diferencias sigdicativas entre las 
plantas tratadas y las control . 
Estudios sobre la regulation diferencial de las actividades de sintesis y clivaje de 
la SS apoyaron la idea de la existencia de dos formas distintas de la SS (Pontis y 
Wolosiuk, 1972; Pontis y col., 1981; Pontis y Salerno, 1982). Recientemente se ha 
propuesto que la SS de maiz tambien podria regularse por fosforilacion, la cud 
modificaria diferencialmente las actividades de sintesis y clivaje de sacarosa (Huber 
y col., 1996), aunque estos resultados han sido cuestionados. 
El aumento en el contenido de sacarosa observado en las plantas expuestas a fi-io 
podria atribuirse tambikn a otros procesos relacionados al transporte y utilizacion de 
sacarosa, ademas de cambios en las actividades de las enzimas. 
Por otra parte, en el presente estudio, se observaron diferencias importantes en el 
contenido de sacarosa entre 10s vastagos de ambas especies de Bromus, tanto en 
condiciones control como en plantas tratadas con bajas temperaturas (Figura 8). 
Estas diferencias podrian deberse a las altas actividades SS e INV observadas en la 
especie del norte, con respecto a lo encontrado en 10s extractos de la especie 
patagonica (Tabla 7). 
2.3 - Analisis del metabolismo de fructanos 
La sintesis de hctanos en plantas depende de la actividad de fi-uctosil 
transferasas. Las actividades SST son las responsables de incorporar nuevos 
residuos de fi-uctosa usando sacarosa como h i c o  sustrato. 
El comportamiento del metabolismo de fi-uctanos en 10s vastagos de plantas de B. 
auleticus y B. pictus expuestas a bajas temperaturas es apreciablemente diferente. 
La actividad SST en la especie patagonica mostro un aumento de mas de dos veces 
en su actividad durante el primer dia de fr-io y continuo creciendo durante todo el 
period0 a 4°C ensayado (Figum 24). Este aumento de actividad se podria relacionar 
con el importante aumento en el nivel de sacarosa observado durante el tratamiento 
(Figura 8 y 13). El increment0 de la actividad SST aumento la concentracion de 
trisaciirido en 10s vastagos expuestos a bajas temperaturas. 
En vastagos de plantas de B. auleticus tratadas a 4°C la actividad SST mostro un 
pico de actividad luego de cuatro dias de tratamiento, per0 volvi6 a decaer al nivel 
de 10s controles en el idtimo dia de fkio ensayado (Figura 23). Los niveles de 
sacarosa y trisaciirido tambikn acompaiiaron este pico de actividad (Figura 8), per0 
heron sensiblemente menores a 10s observados en la especie patagonica. 
La acumulaci6n de sacarosa y trisaciirido podria ser importante en la adquisicion 
de tolerancia a bajas temperaturas en B. pictus, ya que estos hidratos de carbon0 
solubles podrian tener funciones protectoras de biomembranas y macromol6culas 
durante la exposicion a estres. 
3 - Estudios del metabolismo de sacarosa y fructanos en plantas de 
Bromus auleticus y Bromuspictus sometidas a estrbs hidrico 
Durante su ciclo de vida las plantas de la especie B. pictus estiin expuestas a 
condiciones extremas de dkficit hidrico, ademh del estrks por bajas temperaturas. 
Soriano y col. han estudiado la ecofisiologia de esta especie y han registrando 
parhetros fisicos de la meseta semihrida patagbnica, ambiente de donde B. pictus 
es nativa. Durante septiembre de 1980 y junio de 198 1 detenninaron en la zona de 
Rio Mayo, Chubut , el potencial agua del suelo llegando a encontrarse un potencial 
agua de -8 Mpa en el mes de enero (Soriano y Sala, 1986). 
Para ensayar estrks por dkficit hidrico en el laboratorio, plantas de B. auleticus y 
B. pictus se regaron con soluciones crecientes de PEG 8.000. Leone y col. (1994) 
demostraron en cultivo de cklulas de tomate, que la exposicion a concentraciones 
graduales y crecientes de PEG 8.000 evitan la muerte celular y modificaciones 
dramaticas de 10s patrones de proteinas observadas cuando se expone a 10s tejidos, 
en forma directa, a concentraciones altas de PEG 8.000. El increment0 gradual del 
dkficit hidrico dispara respuestas adaptativas tendientes a evadir estos efectos 
indeseables del tratamiento de sequia, por lo que se utilizo esta estrategia para 
imponer sequia a las plantas de Bromus estudiadas. Se* la curva obtenida del 
potencial agua de las soluciones de PEG 8.000 utilizadas (Figura 181, el tratamiento 
se encuentra muy por debajo de las condiciones hidricas de extrema sequia del suelo 
de la region de distribution de la especie patagonica y corresponderia a un estres 
leve para B. pictus. Sin embargo las plantas de ambas especies mostraron una 
reduction importante en el CRA de hojas de plantas sometidas a la m- 
concentracion de PEG 8.000 (Tabla 6). B. auleticus mostr6 una mortalidad celular 
elevada en 10s apices de las raices expuestas a estas condiciones de estrks hidrico. El 
95% de 10s apices de estas plantas mostraron cklulas muertas cuando se utilizaron 
molkculas fluorescentes como indicadores de mortalidad celular (Figura 25). El uso 
de estas moleculas fluorescentes para el ensayo de viabilidad celular ya se ha 
reportado anteriormente (Krishan, 1976; Jones y Senft, 1985). Las plantas de B. 
pictus tratadas con iguales condiciones de estres mostraron el 50% de apices con 
celulas viables. 
No se observaron diferencias en 10s patrones de hcto-oligosacitridos de ninguna 
de las dos especies (Figuras 8 y 20 a 22), ni alteraciones en las actividades de las 
enzimas del metabolismo de sacarosa y hctanos. Estos resultados podrian indicar 
que el mayor contenido de hctanos presentes en 10s tejidos de las plantas de B. 
pictus en comparacion con 10s encontrados en B. auleticus, les confiere la tolerancia 
observada en 10s ensayos de viabilidad. Tambikn podria sugerir que estos hidratos 
de carbon0 no i n t e ~ e n e n  en la respuesta al estres por sequia en estas especies. 
Para extraer mayores conclusiones es necesario ensayar deficit hidrico en niveles 
cornparables a 10s encontrados en la Patagonia y evaluar la respuesta del 
metabolismo de sacarosa y fi-uctanos en las dos especies nativas de Bromus. 
4 - Estudios de la actividad sacarosa-sacarosa fructosil transferasa en 
Bromus pictus 
4.1 - Desarrollo de un mktodo enzimitico para el ensayo de la actividad 
SST 
La sintesis de trisacsrido en tejidos vegetales depende de actividades hctosil 
transferasas que usan sacarosa como h ico  sustrato. La medicion de estas 
actividades resulta dificultosa por la similitud estructural que existe entre sustratos y 
productos en esta reaccion emimatica, ya que el trisacsrido formado difiere de la 
sacarosa en un residuo de hctosa. 
Para el estudio de esta actividad en extractos crudos, en este trabajo se utiliz6 un 
metodo radiactivo que incluye la sintesis de trisacsrido a partir de [14~]-sacarosa, el 
fiaccionamiento por PC de sustrato y product0 y la medicion del trisacsrido formado 
en contador de centelleo. Este metodo consume no menos de 35 hs. hasta la 
cuatltificacicin de la actividad. 
Para estudiar algunas caracteristicas bioquimicas de la actividad SST encontrada 
en vastagos de la especie patagonica es necesaria la purificacion parcial de la enzima 
a fin de separarla de 10s altos niveles de actividad INV bida encontrados en todos 
10s tejidos vegetales. Por ese motivo, fie necesario encontrar otra metodologia que 
se adecwa a 10s tiempos necesarios para el ensayo de pasos de purificacib de 
proteinas. 
Varios mktodos emhhticos (Bathia y Nandra, 1979; Shiomi e Izawa, 1980) 
habian intentado la cuantificaci6n de trisacsrido a travks de la medicion indirecta de 
glucosa remanente. Sin embargo la glucosa es tambien producida por la hidr6lisis de 
sacarosa por parte de la INV, por lo que esta metodologia no resulta conveniente. 
Un importante paso en 10s mktodos de medicion de actividad SST por mktodos 
enzimaticos es la remocion de la alta concentracion de sacarosa que permanece en la 
mezcla de incubacion. La hidrolisis de sacarosa con INV m c a s  comerciales ha 
sido en el pasado un mktodo util para la cuatltificacion de hctanos de alto peso 
molecular (Pontis, 1966), per0 en el caso de Gramineas donde la mayor parte de 10s 
hctanos existen en forma de oligosachidos, se ha probado que estas enzimas 
producen altas tasas de hidrblisis en estos &cares (ej: la hctosilsacarosa se 
hidroliza aproximadamente al20% de la tasa de hidrblisis de sacarosa) (McCleary y 
Blakeney, 1996). 
Otros mktodos que utilizan cromatografias en columna (GLC y HPAEC-PAD) se 
han usado para el fiaccionamiento de hcto-oligosachidos parbyshire y Henry, 
1978; Chatterton, 1989). Estos mktodos permiten la separation de 10s distintos 
isomeros de trisachidos, per0 el elevado costo de estos equipamientos hace que solo 
estkn disponibles en muy pocos laboratorios del mundo. 
McCleary y Blakeney (1996) purificaron una sacarasa que actha sobre la sacarosa 
a pH 6,5 y que no hidroliza hctosilsacarosa. Esto permiti6 el desarrollo y puesta a 
punto de un procedimiento direct0 para la estimacion del product0 de la actividad 
SST. 
El nuevo mitodo enzimtico para la determination de actividad SST h e  evaluado 
en extractos de varias especies de plantas que contienen hctanos (B. pictus, cebada, 
trigo, C. intybus y H. tuberosus) (Figuras 26 y 27). Se determino su aplicabilidad y 
se compari, su sensibilidad y reproducibilidad con el mktodo radiactivo antes 
utilizado para la medici6n de la actividad de dicha enzima (Tabla 8). En conclusion 
ambas tkcnicas estiman sirnilares actividades SST, pero el tiempo empleado en la 
medicion se redujo de 35 a 2 hs. 
4.2 - Purifcaci6n y medici6n de caracteristicas bioqulmicas de la 
actividad SST de B. pichrs 
Dada la estructura de 10s trisachidos encontrados en 10s patrones de hctanos de 
las especies de Bromus estudiadas (Figura 16), la actividad SST medida en B. pictus 
probablemente estk integrada por la actividad de dos enzimas. Se@ el modelo 
propuesto para la siatesis de trisacbidos en Gramheas (Figura 4) corresponderian a 
la actividad 1-SST, que sintetiza 1-kestosa, y a la actividad 6-SFT que, en presencia 
de sacarosa como h i c o  sustrato, sintetizaria 6-kestosa. En el presente estudio las 
dos actividades no pudieron discriminarse por la metodologia utilizada para 
cuantificar el trisacbido, por lo que la actividad observada fue referida como SST en 
su conjunto. 
Con el objetivo de conseguir extractos proteicos con baja actividad INV que 
permitieran el estudio de algunas caracteristicas bioquimicas de la actividad SST de 
B. pictus, se realizaron varios pasos de purificacion en 10s que se siguio la actividad 
utilizando el nuevo mktodo enzimatico. Los mejores resultados en la separation de 
las actividades SST e INV se lograron utilizando un procedimiento de purificacion 
que comprendia precipitacion con sulfato de amonio (30-60%), cromatografia de 
intercambio anionic0 en columna de DEAE-Sephacel (Figura 28) y cromatografia de 
interaction hidrofbbica en columna de Phenyl-Sepharose (Figura 29). Se logri, 
purificar 15 veces la actividad de SST con respecto a la de INV, observndose pocos 
polipkptidos cuando la fiaccion proteica purificada fue sometida a SDS-PAGE y 
teiiida con azul de Coomassie (Figura 30). Cuando se quiso reproducir este esquema 
de purificacion a mayor escala no se logro obtener fiacciones con baja actividad 
INV respecto de SST. Por esa razdn se busco una estrategia alternativa para medir 
actividad SST sin interferencia de INV. Se utiliz6 HC1-piridoxal como compuesto 
como inhibidor de INV en 10s medios de incubacion. En 10s extractos de B. pictus se 
obtuvo una inhibicibn de la actividad INV del 83,5% con una concentracidn de 20 
mM del imhibidor. La actividad SST tambikn fue reducida per0 en menor porcentaje 
(Tabla 9). 
La curva de actividad SST dependiente de la concentracion de sustrato (sacarosa) 
se realiz6 utilizando HC1-Piridoxal. Los resultados muestran una curva bifhica que 
no se satura a altas concentraciones de sacarosa, lo que sugiere la presencia 
simulthnea de mas de una enzima en la fiaccion proteica u W d a  (Figura 3 1). En 
concordancia con el andisis de 10s azlicares (Figura 16) estas podrian ser la 1-SST y 
la 6-SFT. La no saturacibn de las SST a altas concentraciones de sacarosa ya ha sido 
descripta en otras especies de Gramineas (Chatterton y col., 1988; Simmen y col., 
1993; Cairns y Ashton, 1994; Liischer y Nelson, 1995). Cairns y Ashton (1994) 
ensayaron la actividad SST en Lolium con 1,s M de sacarosa sin lograr su 
saturation. Solo en el trabajo de Simmen y col. (1993) con cebada se ensayaron las 
actividades 1-SST y 6-SFT por separado en extractos parcialmente purificados. 
Ambas actividades no se satmaron a 600 mM de sacarosa, per0 mostraron c m a s  
diferentes de actividad en incubaciones con concentraciones crecientes de sacarosa. 
La actividad 1-SST mostrb mayor actividad a concentraciones menores de sacarosa 
y se mantuvo lineal hasta 50 mM, mientras que la QSFT tuvo actividades bajas en 
las concentraciones menores de sacarosa pero la actividad se mantuvo lineal aim a 
600 mM de sustrato. Esta caracteristica de las SST de plantas junto con la extrema 
similitud de estas enzimas con las INV acidas presentes en todos 10s tejido 
vegetales, ha sido el mayor impediment0 para dilucidar la via de sintesis de 
trisacbido en plantas (Cairns y Ashton, 1991; Cairns, 1993). Las altas 
concentraciones de sacarosa necesarias para lograr una actividad suficiente de SST 
in vitro que justifique 10s niveles de hctanos encontrados in vivo, parecian no 
ajustarse a 10s niveles celulares de sacarosa. Sin embargo Koroleva y col. (1997, 
1998) probaron recientemente en hojas de cebada expuestas a frio que las cClulas del 
mesofilo y de la banda parenquimatica contienen una concentration de sacarosa de 
hasta 200 mM durante las horas de luz. Estos resultados confirman que las 
condiciones de medicion de la actividad SST in vitro en extractos proteicos de 
Gramineas son similares a las encontradas in vivo y que la sintesis de hctanos 
depende intimamente de las concentraciones de sacarosa de 10s tejidos. 
El pH optimo obtenido para la actividad SST de la especie patagonica h e  entre 
5,s y 6. Estos mismos rangos de pH han sido encontrados en las enzimas ensayadas 
de diferentes especies (Chevalier y Rupp, 1993; Cairns y Ashton, 1994; Penson y 
Cairns, 1994; Van den Ende y col., 1996; y citas anteriores). 
La localization de las enzimas de hctanos en la vacuola ha sido probada para H. 
tuberosus (Frehner y col. 1984; Darwen y John, 1989; Carpita y col., 199 1) Tambikn 
se ha descripto la actividad FEH en la vacuola de cklulas de cebada (Wagner y 
Wiemken, 1986), per0 no ha sido confirmada aim en otras especies de Gramineas. El 
pH optimo acido y la aparente ghcosilacion de las SST, deducida por su union a 
Concanavalin A, sugiere que las SST de B. pictus podrian tener localizaci6n 
vacuolar. 
Las actividades de las enzimas del metabolismo de hctanos han demostrado 
permanecer altas aim en condiciones de bajas tenperaturas de incubacibn (Koops y 
Jonker, 1994, 1996; Van den Ende y col., 1996). Esto es particularmente importante 
para poder relacionar y dar un rol fisiologico in vivo a este metabolismo con 
respecto al estrks por bajas temperaturas. La actividad SST de B. pictus medida a 
0°C retiene el 55% de la actividad con respecto a la ensayada a 30°C. Jonker y col. 
(1994,1996) han descripto valores inusualmente bajos de Qlo para las enzimas 1- 
SST y 1-FFT purificadas de H. tuberosus. Estas enzimas permanecen activas en el 
tuberculo durante el otoiio, cuando el llenado de este organ0 a h  se esth 
produciendo, y en el caso de la 1-FFT, se mantiene con altas actividades durante la 
dormicibn en 10s meses de invierno. Para el caso de las Gramineas de climas 
templados que pueden acumular hctanos, se ha descripto que el metabolismo de 
estos &cares se dispara en respuesta al frio (Levitt, 1980; Calderon y Pontis, 1985; 
Hendry, 1987; Pressman y col., 1989; Tognetti y col., 1989, 1990; Santoiani y col. 
1993; Hendry, 1993; Spollen y Nelson, 1994; Bachman y Keller, 1995), por lo que 
es necesario que las enzimas de sintesis de estos polimeros de hctosa mantengan 
altas actividades en esas condiciones, coincidiendo con lo encontrado en la actividad 
SST de la especie patagonica. 
5 - Estudios moleculares de enzimas del metabolismo de fructanos 
Durante el desarrollo de 10s presentes estudios en las especies nativas de Bromus, 
otros grupos de investigacion purificaron y caracterizaron varias enzimas y se 
aislaron varios genes que codifican para enzimas del metabolismo de hctanos de 
plantas superiores (Koops y Jonker, 1994, 1996; Sprenger y col., 1995; Van den 
Ende y col., 1996; Liischer y col, 1996; Hellwege y col, 1997; van der Meer y col., 
1998; Vijn y col, 1998; Rehm y col, 1998). Todas las enzimas estudiadas mostraron 
alta homologia en las secuencias de aminoacidos entre si y con INV acidas de 
plantas, a h  entre grupos taxonomicos tan distantes como las Gramineas y las 
Compuestas. 
Para realizar estudios moleculares de las enzimas del metabolismo de hctanos en 
B. pictus se utilizb la secuencia completa del ADNc de la 6-SFT de cebada, h i c o  
gen de Gramineas clonado hasta el presente. Hibridaciones de ADN genbmico y 
ARN de la especie patagonica con esta sonda heterologa mostraron la existencia de 
secuencias homologas al ADNc de la 6-SFT de cebada (Figuras 31 y 32). Estas 
secuencias podrian entonces pertenecer a genes de enzimas del metabolismo de 
hctanos de B. pictus. Para intentar el aislamiento del ADNc de estos genes se 
desarrollaron dos estrategias paralelas: buscar 10s genes en una biblioteca de 
expresion ylo aislar 10s genes por la tkcnica de RT-PCR. Para ello se comenzb la 
construction de una biblioteca de expresion en fagos a partir de ARN total extraido 
de vastagos de plantas de B. pictus expuestas siete &as a bajas temperaturas, tiempo 
en el cual se habian registrado las mayores actividades SST en estos tejidos. Se 
realizo el escrutinio de la biblioteca de ADNc para buscarar clones relacionados al 
metabolismo de hctanos, utilizando un fragment0 del ADNc de la 6-SFT de cebada 
como sonda. Esta estrategia no ha dado a h  resultados positivos. Por otra parte, 
comparando las secuencias conocidas de genes de enzimas de hctanos e INV de 
varias especies vegetales se disedaron oligonucle6tidos especificos en zonas 
altamente conservadas de estas secuencias, tanto a nivel de aminoacidos como de 
nucleotidos (Figura 33). Esta estrategia ha sido ampliamente utilizada para el 
clonado de 10s genes del metabolism0 de hctanos antes mencionados (Sprenger, 
1995; Rehn y col., 1998; van der Meer y col., 1998). Con 10s oligonucle6tidos 
especificos diseiiados se realizaron ensayos de RT-PCR a partir de ARN de B. pictus 
de plantas expuestas a siete &as de fiio y se amplificaron secuencias de ADNc. Con 
la combinacion U2Lz se lo@ la amplificacion de un fiagmento de 760 pb, 
coincidiendo con el tamaiio esperado de amplificaci6n7 tomando en cuenta las 
secuencias conocidas (Figura 3 5). 
Con el objetivo de amplificar secuencias genomicas se realizaron ensayos de PCR 
usando ADN genomico de B. auleticus y B. pictus como templado y U2L2 como 
oligonucleotidos especificos de secuencias de fiuctosil transferasas (Figura 37). Se 
logro la amplificacion de fiagmentos en ambas especies, observiindose dos 
productos en la especie del norte y tres amplificados en la especie patagonica, de 
entre 1,2 - 1,4 Kb. Los dos fiagmentos menores heron amplificados en ambas 
especies, mientras que en B. pictus se observi, una tercera banda de mayor tamaiio. 
Los tamaiios encontrados podrian corresponder a secuencias genomicas que 
contuvieran intrones intercalados entre las regiones utilizadas para diseiiar 10s 
oligonucle6tidos. 
El product0 de 760 pb obtenido por RT-PCR (BP760) a partir de vastagos de 
plantas de B. pictus expuestas a bajas temperaturas se cloni, en el vector pGEMT 
Easy con el cud se transformaron cklulas de E.coli. Los oligonucleotidos especificos 
utilizados para amplificar el fiagmento BP760 podrian lograr la amplificaci6n de 
productos distintos, ya que la secuencia utilizada es comh a varios genes de 
enzimas de fructanos e INV de plantas. Para analizar esta posibilidad se 
secuenciaron tres clones provenientes de la transformacibn con BP760 (G3, G9 y 
G11) con oligonucleotidos universales (T7 y SP6). No obsemindose diferencias en 
las secuencias nucleotidicas de 10s tres clones analizados. 
El clon BP760-Gll (Figura 38) se utiliz6 para hibridar ADN genomico de B. 
pictus digerido con HinD I11 en condiciones de alta astringencia (Figura 39). La 
autorradiagrafia revel6 una banda mayoritaria de aprox. 4,5 Kb que coincide con la 
banda de mayor tamaiio encontrada en las hibridaciones con el ADNc de la 6-SFT 
de cebada (Figura 3 1 A). Otra banda minoritaria de aprox. 3 Kb se observa tambien 
en estas autorradiografias, per0 su tarnaiio no coincide con la segunda banda de 3,8 
Kb observada en las hibridaciones con la sonda heterologa. 
Comparaciones realizadas con la secuencia deducida de aminoacidos de BP760- 
G11 revelaron una alta homologia de secuencia con la 6-SFT de cebada y las 
restantes secuencias conocidas de otras enzimas del metabolismo de hctanos de 
mono y dicotiledoneas (Figura 40 A). El andisis de sirnilitud entre estas secuencias 
separa a las enzimas de hctanos de Gramineas en un bloque aparte de las enzimas 
de dicotiledoneas y de todas las enzimas del metabolismo de hctanos e INV acidas 
comparadas. Las enzimas de Compuestas formaron un bloque separado, en el cual 
las SST y FFT se agrupan independientemente. Las INV mostraron mayor similitud 
entre si y con 10s genes de A. cepa (6G-FFT y 1-SST). 
Estos resultados apoyan la hipotesis de que BP760 es un fiagmento de ADNc de 
una hctosil transferasa de B. pictus, con lo cual se ha obtenido por primera vez un 
fiagmento de un gen del metabolismo de hctanos de una Graminea nativa. 
CONCLUSIONES 
4:- Las especies Bromus pictus (origen patagonico) y Bmmus auleticus (nativa del 
norte argentine) constituyeron un buen modelo para el estudio comparativo de 
respuestas y mecanismos de tolerancia a estreses ambientales a travks de 10s 
metabolismos de sacarosa y hctanos. El uso de especies relacionadas, una 
tolerante a condiciones climaticas rigurosas y la otra nativa de regiones mas 
benignas, permiti6 comparar el metabolism0 de &cares y sugerir que las 
diferencias encontradas a nivel metabolic0 tienen implicancias en la tolerancia. 
43 Los micares solubles como sacarosa, hctanos y rafinosa son hidratos de 
carbon0 altemativos al almidon, que tienen h c i 6 n  de almacenamiento y 
podrian tener un rol de crioproteccion en muchas especies de plantas de climas 
templados. B. pictus contiene altas concentraciones de hctanos en todos sus 
tejidos en las condiciones control de crecimiento. Las bajas temperaturas 
inducen un aumento en 10s oligosacbidos de bajo GP a expensas de 10s 
mayores, sin cambios importantes en el contenido total de hctosidos. En la 
especie del norte, 10s niveles de hctanos en plantas control son muy bajos y las 
bajas temperaturas inducen la sintesis de estos polimeros de hctosa. Tomando 
en cuenta que en la Patagonia imperan temperaturas bajas en la mayor parte de 
10s &as del aiio, 10s altos niveles constantes de hctosidos y la acumulacion de 
oligosacbidos de bajo GP podrian conferirle a B. pictus una ventaja adaptativa 
bajo condiciones de estrks por fiio. Estos &cares solubles podrian actuar 
compuestos protectores de biomembranas y macromolkculas en situaciones de 
estres . 
*3 La alta actividad SST observada en 10s vastagos de plantas de B. pictus tratadas 
con bajas temperaturas estuvo directamente realcionada con el aumento de la 
concentracion de sacarosa y de trisachido durante la exposicion a 4°C. Bajo las 
condiciones ensayadas el aumento del nivel de sacarosa en 10s tejidos de ambas 
especies sometidas a estres por frio no pudo explicarse por ninguna variation de 
las actividades de las enzimas del metabolismo de este hidrato de carbono, INV, 
SS y SPS. Las diferencias observadas en el nivel de sacarosa entre ambas 
especies podrian deberse a la mayor actividad INV y SS observada en B. 
auleticus con respecto a las actividades encontradas en B. pictus. 
*: El deficit hidrico ensayado con soluciones de PEG 8.000 en plantas de B. 
auleticus y B. pictus correspondio a un estres leve, si se lo compara con las 
condiciones extremas de sequia que imperan en ciertos momentos del afio en la 
estepa Suida patagonica. Sin embargo, las mediciones de CRA y de viabilidad 
celular en apices de raices de ambas especies mostraron diferencias con las 
plantas mantenidas en condiciones normales de riego. La mortalidad celular en 
apices de raices de la especie del norte h e  del95% en las plantas tratadas siete 
&as con las soluciones de PEG, mientras que en la especie patagonica el 50% de 
10s apices no mostraron celulas muertas. Los patrones de fi-ucto-oligosachidos y 
las enzimas medidas del metabolismo de sacarosa y fi-uctanos, sin embargo, no 
mostraron cambios durante el tratamiento con deficit hidrico. Esto podria indicar 
que el mayor contenido de anicares conteniendo fi-uctosa es el responsable de la 
mayor tolerancia observada en B. pictus al tratamiento con PEG 8.000 o que 
estos hidratos de carbono no intervienen en la respuesta de estas plantas al estrks 
hidrico. 
*% El patron de hctanos de ambas especies de Bromus contiene una amplia 
variedad de oligosachidos con distintas estructuras moleculares. La serie 
derivada de la bIfurcosa (1&6 kestotetraosa) es la mhs importante, con 
oligosachidos compuestos por hctosas ligadas por uniones P-2,6 de hasta GP 
16. Tambien existe una serie minoritaria, formada probablemente por hctanos 
de la serie de las inulinas. Se observo la presencia de 10s tres is6meros posibles 
de trisachido: 1-kestosa, 6-kestosa y neo-kestosa. Ambas especies contienen 
tambikn rafinosa, trisachido formado por glc, f5-u y gal. 
e3 Segim las actividades enzimaticas descriptas hasta el presente para Gramineas y 
tomando en cuenta la estructura molecular de 10s hctanos hallados en estas 
especies de Bromus, la via de sintesis y degradation de estos polimeros en B. 
auleticus y B. pictus parece ser compleja. Se requeriria la actividad conjunta de 
las enzimas 1-SST, 6-SFT, 6G-FFT, 1-FFT, 1-FEH y 6-FEH para lograr 10s 
patrones de adcares observados (ver Figura 4). 
*> El desarrollo de un nuevo metodo enzimatico de medicion de actividad SST 
permiti6 puificar dicha actividad en vastagos de plantas de B. pictus sometidas 
a bajas temperaturas. La metodologia desarrollada tiene la sensibilidad y 
reproducibilidad de otros mktodos utilizados para medir la actividad SST y es 
especialmente util en esquemas de purificacion, donde el tiempo de evaluation 
de la actividad se redujo 20 veces con respecto a1 metodo radiactivo antes 
utilizado. 
+:* La presencia de 1-kestosa y 6-kestosa en 10s patrones de hctanos de la especie 
patagonica sugiere que la actividad SST esth formada, en B. pictus, por la accion 
de dos enzimas, la 1-SST, que forma 1-kestosa y la 6-SFT, que sintetiza 6- 
kestosa. Los pasos de purificacion ensayados no separaron dos picos de 
actividad y el metodo enzimatico utilizado para la cuantificacion del trisachido 
no discrimina 10s dos isomeros, por lo que probablemente las dos enzimas co- 
purificaron. La actividad SST parcialmente purificada no se satur6 hasta m a  
concentracion 1M de sacarosa. La curva de actividad en funcion de la 
concentracibn de sacarosa result6 ser bifasica, sugiriendo la presencia de mas de 
una enzima. El pH optimo determinado y la posible glicosilaci6n de estas 
proteinas apoyan la localization vacuolar de las enzimas responsables de la 
sintesis de trisachrido en B. pictus, coincidiendo con lo propuesto hasta el 
presente en cuanto a las enzimas del metabolismo de hctanos en plantas. 
*:* En B. pictus existen secuencias de ADN y ARN hom6logas al ADNc de la 6- 
SFT de cebada. Mediante RT-PCR se aislo un hgmento de ADNc de 760 pb 
con alta homologia de secuencia con la 6-SFT de cebada, otras enzimas de 
hctanos e INV acidas de Gramineas y otras monocotiledoneas. Este fragment0 
de ADNc corresponderia a m gen de enzimas del metabolismo de hctanos y es 
el primer0 aislado de especies nativas de la Argentina. 

ap Rees T. - Sucrose metabolism, en "Storage carbohydrates in vascular plants" : 53- 
73 (Lewis D.H., ed.), Cambridge university Press, cambridge (1984). 
1. Aguiar M.R; Soriano A.; Sala O.E. - Competition and facilitation in the 
recruitment of seedlings in Patagonian steppe. Functional Ecology 6: 66-70 (1992). 
2. Aguiar M.R; Sala O.E. - Competition, facilitation, seed distribution and the 
origin of patches in a patagonian steppe. OIKOS 70: 26-34 (1994). 
3. Bachman M.; Matile P.; Keller F. - Metabolism of the r e o s e  family 
oligosaccharides in leaves of Ajuga reptans L. - Plant Physiol. 105: 1335-1345 
(1994). 
4. Bachman M.; Keller F. - Metabolism of the raflinose family oligosaccharides in 
leaves of Ajuga reptans L. Inter- and intracellular compartmentation. Plant Physiol. 
109: 991-998 (1995). 
5. Bancal P.; Henson C.A.; Gaudellikr J.P.; Carpita N.C. - Fructan chemical 
structure and sensitivity to an exohydrolase. Carbohydrate Res. 217: 137-15 1 
(1991). 
6. Bancal P.; TriboX E. - Temperature effect on fi-uctan oligomer contents and 
fi-uctan-related enzyme activities in stems of wheat (Triticum aestzvum L.) during 
grain filling. New Phytol. 123: 247-253 (1993). 
7. Bender M.M.; Smith D. -Classification of starch and fi-uctosan-accumulating 
grasses as C-3 or C-4 species by carbon isotope analysis. J. Br. Grassl. Soc. 28: 97- 
100 (1973). 
8. Benhamou N.; Grenier J.; Chrispeels M.J. - Accumulation of P-hctosidase in 
the cell walls of tomato roots following infection by a h g a l  wilt pathogen. Plant 
Physiol. 97: 739-750 (1990). 
9. Bhatia I.S.; Nandra K.S. - Studies on fi-uctosyl transferase fiom Agave 
amerzcana. Phytochem. 18: 923 -927 (1979). 
10. Boelcke 0. - Comunidades herbaceas del norte de la Patagonia y sus relaciones 
con la ganaderia. Rev. Invest AgricolasXI (I): 1-63 (1957). 
1 1. Bohnert H.J.; Nelson D.E.; Jensen R.G - Adaptations to environmental stresses. 
Plant cell 7: 1099-1 11 l(1995). 
12. Bomett G.D.; Simpson RJ. - Fructan-hydrokg activities fiom Lolium rigzdum 
(Gaudin).New Phytol. 123 : 443-45 1 (1993). 
13. Bonnett G.D.; Simpson R.J.; Cairns A.J. - Structural diversity of h c t a n  in 
relation to the taxonomy of the Poaceae. New Phytol. 136: 11-17 (1997). 
14. Bradford M.M. - A rapid and sensitive method for the detection of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 
72: 248-254 (1976). 
15.Bustos J.C.; Rocchi V.C. - Caracterizacion termo-pluviomCtrica de veinte 
estaciones meteorologicas de Rio Negro y Neuquen. Comunicacion tecnica No 1: 
Agrometeorologia, INTA-EEA-Bariloche: 1-27 (1993). 
16. Caimi P.G.; McCole L.M.; Klein T.M.; Kerr P.S. - Fructan accumulation and 
sucrose metabolism in transgenic maize endosperm expressing a Bacillus 
amyloliquefaciens SacB gene. Plant Physiol. 1 10: 355-363 (1996). 
17.Cairns A.J.; Ashton J. -The interpretation of the in vitro measurements of 
hctosyl-transferase activity: An analysis of patterns of frutosyl transfer by fungal 
invertase. New Phytol. 1 18: 23-34 (199 1). 
18. Cairns A.J. - Evidence for de novo synthesis of fructan by enzymes fiom higher 
plants: A reappraisal of the 1-SSTI1-FFT model. New Phytol. 123: 15-24 (1993). 
19.Cairns A.J.; Ashton J. - Species-dependent patterns of h c t a n  synthesis by 
enzymes fiom excised leaves of oat, wheat, barley and timothy. New Phytol. 124: 
381-388 (1993). 
20.Cairns A.J.; Ashton J. - Fructan biosynthesis in excised leaves of Lolium 
temulentum L. VI- Optimization and stability of enzymatic h c t a n  synthesis. New 
Phytol. 126:3-10 (1994). 
2 1. Calder6n P.; Pontis H.G. - Increase of sucrose synthase activity in wheat plants 
after a chilling shock. Plant Sci. 42: 173- 176 (1985). 
22. Carpita N.C.; Keller F.; Gibeaut D.M.; Housley T.L.; Matile P. - Synthesis of 
inulin oligomers in tissues slices, protoplasts and intact vacuoles of Jerusalem 
artichoke. J. Plant Physiol. 138: 204- 210 (1991). 
23.Chandorkar K.; Collins F.W. - The mechanism of the de novo synthesis of 
hcto-oligosaccharides in leaf disks of certain Asteraceae 111. Can. J. Bot. 52: 
1369- 1377 (1974). 
24. Chatterton N.J.; Harrison P.A.; Bennett J.H.; Thornley W.R - Fructan, starch 
and sucrose concentrations in crested wheatgrass and redtop as affected by 
temperature. Plant Physiol. Biochem. 25: 6 17-623 (1987). 
25.Chatterton N.J.; Harrison P A ;  Thornley W.R; Bennett J.H. - 
Characterization of SST from crested wheat grass (Agropyron). New Phytol. 109: 
29- (1988). 
26.Chatterton, N.J.; Harrison, P.A.; Benett, J.H.; Asay, K.H. - Carbohydrate 
partitioning in 185 accessions of Gramineae grown under warm and cool 
temperatures. J. Plant Physiol. 134: 169- 179 (1989). 
27.Chatterton N.J.; Harrison P.A.; Thornley W.R; Bennett J.H. - M c a t i o n  
and quantification of kestose (~ctosylsucroses) by gel permeation and anion 
exchange chromatography. Plant Physiol. Biochem. 27:289-295 (1989). 
28.Chatterton N.J.; Thornley W.R.; Harrison P.A.; Bennett J.H. - 
Fructosyltransferase and invertase activities in leaf extracts of six temperate grasses 
grown in warm and cool temperatures. J. Plant Physiol. 135: 301-305 (1989). 
29.Chatterton N.J.; Harrison P.A.; Thornley W.R.; Draper E.A. - 
Oligosaccharides in foliage of Agropyron, Bromus, Dactylis, Festuca, Lolium and 
Phleum. New Phytol. 1 14: 167- (1990) 
30. Chatterton N.J.; Harrison P.A.; Thornley W.R; Bennett J.H. - Structure of 
h c t a n  oligomers in cheatgrass (Bromus tectorum L.). New Phytol. 124: 389-396 
(1993). 
3 1. Chevalier P.M.; Rupp R.A - Inhibition of SST by cations and ionic strength. 
Plant Physiol. 101: 589-594 (1993). 
32. Chourey P.S.; Nelson O.E. - Interallelic complementation at the sh locus in maize 
at the enzyme level. Genetics 91: 3 17-325 (1979). 
33. Concert H.J. - Current concepts in the systematics of the Arundinoideae, en 
"Grass systematics and evolutionf' (Campbell,C. S. ; Barkworht M.E., eds.) : 239- 
250, Washington: Smithsonian Inst. Press (1986) 
34. Correa M.N. - Festuca, en "Flora Patagonica", Parte 111: Gramineae, INTA 8 (3): 
93-123 (1978). 
35.Cote G.L.; Ahlgren J.A. - Metabolism in microorganisms. Part I: Levan and 
levansucrase, en "Science and technology of fiuctans" (Suzuki M; Chatterton, N.J., 
eds) : 142-161, CRC (1993). 
36. Crespi M.D.; Zabaleta E.J.; Pontis H.G.; Salerno G.L. - Sucrose synthase 
expression during cold acclimation in wheat. Plant Physiol. 96: 887-89 1 (199 1). 
37. Crowe L.M.; Mouradian R; Crowe J.H.; Jackson S.; Womersley C. - Effects 
of carbohydrates on membranes stability at low water activities. Biochim. Biophys. 
Acta 769: 141-150 (1984). 
38.Crowe J.H.; Crowe L.M. - Interactions of sugars with membranes. Biochim. 
Biophys. Acta 947: 367-384 (1988). 
39. Crowe J.H.; Hoekstra F.A.; Crowe L.M. - Anhydrobiosis. Annu. Rev. Physiol. 
54: 579-599 (1992). 
40. Darbyshire B.; Henry RJ. - The distribution of fiuctans in onions. New Phytol. 
81: 29-35 (1978). 
41. Darwen C.W.E.; John P. - Localization of the enzymes of fiuctan metabolism in 
vacuoles isolated by ta mechanical method fiom tubers of Jerusalem artichoke 
(Helianthus tuberosus L.). Plant Physiol. 89: 658-663 (1989). 
42. Dedonder R. - Carbohydrates of the Jerusalem artichoke.1. Demonstration of a 
series of glucofiuctosans in the tuber. Bull. Soc. Chim. Biol. 34: 144-182 (1952). 
43.Dedonder R - En "Biochemistry of glycosidic linckage" (R. Piras and H.G. 
Pontis, eds.): 2 1-78, Academic Press, New York (1972). 
44. Delauney A.J.; Verma D.P. - Proline biosynthesis and osmoregulation in plants. 
Plant J. 4: 215-223 (1993). 
45.Dellaporta S.L.; Wood J.; Hicks J.B. - A plant miniprep method, version 11. 
Plant Mol. Biol. Rep. 1: 19 (1983). 
46.Doehlert D.C.; Huber S.C. - Regulation of spinach leaf sucrose phosphate 
synthase by glucose-6-phosphate, inorganic phosphate, and pH. Plant Physiol. 73: 
989-994 (1983). 
47.Doehlert D.C.; Huber S.C. - Phosphate inhibiton of spinach leaf sucrose 
phosphate synthase as affected by glucose-6-phosphate 
phosphoglucoseisomerase. Plant Physiol. 76: 250-253 (1984). 
and 
48. Doehlert D.C - Substrate inhibition of maize endospem sucrose synthase by 
fructose and its interaction with glucose inhibition. Plant Sci. 52: 153- 157 (1987). 
49.Duchateau N.; Bortlik K.; Simmen U.; Wiemken A.; Bancal P. - 
Sucrose:fructan 6-fructosyltransferase, a key enzyme for diverting carbon fiom 
sucrose to fructan in barley leaves. Plant Physiol. 107: 1249-1255 (1995). 
50. Dwyer P.J.; Farnden K.J.F.; Sinclair B.K.; Hurst P.L. - Nucleotide sequence of 
Asparagus acid invertase cDNA. J. Plant Physiol. 114: 1568- (1997). 
5 1. Ebskamp M. J.N.; Van der Meer J.M.; Spronk B.A.; Weisbeek P. J.; Smeekens 
C.M. - Accumulation of fructose polymers in transgenic tobacco. Bioltechnology 
12: 272-275 (1994). 
52. Edelman J. - Bull. Soc. Chim. Biol. 52: 1737-1744 (1960). 
53.Edelman J.; Jefford, T.G. - The metabolism of fructose polymers in plants. 
Biochem. J. 93: 148-161 (1964). 
54.Edelman J.; Dickerson A.G. - The metabolism of hctose polymers in plants. 
Transhctosylation in tubers of Helianthus tuberosus L. Biochem. J. 98: 787-794 
(1966). 
55. Edelman J.; Jefford T.G. - The mechanism of fructosm metabolism in higher 
plants as exemplified in Helianthus tuberosus. New Phytol. 67: 5 17-53 1 (1968). 
56.Equiza M.A.; Mirav6 J.P.; Tognetti J.A. - Differential inhibition of shoot vs. 
Root growth at low temperature and its relationship with carbohydrate 
accumulation in different wheat cultivars. Ann. Of Botany 80: 657-663 (1997). 
57. Ernst M.; Chatterton N.J.; Harrison P. - Purification and characterization of a 
new fructan series from species of Asteraceae. New Phytol. 132: 63-66 (1996). 
58. Forsyth W.G. -Color reagents for paper chromatography of sugars. Nature 161: 
239-240 (1948). 
59. Frehner M; Keller F.; Wiemken A. - Localization of fructan metabolism in the 
vacuoles isolated from protoplasts of Jerusalem artichoke tubers (Helianthus 
tuberosus L.). J. Plant Physiol. 1 16: 197-208 (1984). 
60.Geigenberger P.; Sttit M. - Sucrose synthase catalyses a readily reversible 
reaction in vivo in developing potato tubers and other plant tissues. Planta 189: 
329-339 (1993). 
61. Goblet J.-P.; Canon L.; Van Cutsem P.J. - Cichorium intybus 1-FFT cDNA. 
GeneBank U84398 (1997). 
62. Griffith M.; McIntyre C.H. - The interrelationship of growth and frost tolerance 
in winter rye. Physiol. Plant 87: 335-344 (1993). 
63. Gupta A.K.; Mamta; Bhatia I.S. - Glucohctosan metabolism in Cichorium 
intybus roots. Phytochem. 24: 1423- 1427 (1985). 
64.Guy C. L. - Cold acclimation and freezing stress tolerance: role of protein 
metabolism. Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 41: 185-223 (1990). 
65. Halleux S.; Van Cutsem P. - Cloning and sequencingof the 1-SST cDNA from 
chicory root. Plant Physiol. 1 13: 1003 (1997). 
66. Hammer H. - Acta Chem. Scand. 24: 1294-1300 (1970). 
67.Haworth W.N.; Learner A. - Polysaccharides. Part I. The structure of inulin. J. 
Chem. SOC.: 619-625 (1928) 
68.Hellwege E.M.; Gritscher D.; Willmitzer L.; Heyer A.G. - Transgenic potato 
tubers accumulate high levels of l-kestose and nystose: functional identification of 
a 1-SST of artichoke (Cynara scolymus) blossom discs. Plant J. 12: 1057-1065 
(1997). 
69. Hendry G.A.F. - The ecological significance of h c t a n  in a contemporary flora. 
New Phytol. 106 201-216 (1987). 
70. Hendry G.A.F.; Wallace RK. - The origin, distribution, and evolutionary 
significance of fnrctans, en "Science and technology of hctans" (Suzuki M., 
Chatterton N. J., eds.) Ch. 4: 1 19- 139. CRC, Florida (1993). 
7 1. Hendry G.A.F. - Evolutionary origins and natural functions of hc tans  - a 
climatological, biogeographic and mechanistic appraisal. New Phytol. 123: 3-14 
(1993). 
72. Henry RJ.; Darbyshire B. - The distribution of fnrctan metabolizing enzymes in 
the onion plant. Plant Science Letters 14: 155-158 (1979). 
73. Henson C.A. - Purification and properties of barley stem fnrctan hydrolase. J. 
Plant Physiol. 134: 186-191 (1989). 
74.Henson C.A.; Livingston 111 D.P. - Purification and characterization of an oat 
h c t a n  exohydrolase that preferentiallyhydrolizes P-2,6-fnrctans. Plant Physiol. 
1 10: 639-644 (1996). 
75. Hinesley L.E.; Pharr D.M.; Snelling L.K.; Funderburk S.R. - Foliar raffinose 
and sucrose in four conifer species: relationship to seasonal temperature. J. Am. 
Soc. Hortic. Sci. 117: 852-855 (1992). 
76. Hoagland D.R.; Arnon D.I. -The water culture method of growing plants without 
soil. Cal. Agr.Exp. Stn. Circular 347 (1950). 
77. Housley T.L.; Kanabus J.; Carpita N.C. - Fructan synthesis in wheat blades. J. 
Plant Physiol. 134: 192-195 (1989). 
78.Housley T.L.; Pollock C.J. - The metabolism of h c t a n  in higher plants. En 
"Science and technology of hctans" (Chatterton and Suzuki, eds.), CRC: 191-225 
(1 993) 
79. Huber J.L.; Huber S.C.,; Nielsen T.H. - Arch. Biochem. Biophys. 270: 681-690 
(1989). 
80.Huber S.C.; Huber J.L. - Regulation of maize leaves SPS by protein 
phosphorylation. Plant Cell Physiol. 32: 3 19-326 (1991). 
81.Huber S.C; Huber J.L.; Liao P-C.; Gage D.A.; McMichael RW.; Chourey 
P.S.; Hannah L.C.; Koch K. - Phosphorylation of serine-15 of maize leaf SS. 
Plant Physiol. 1 12: 793-802 (1996). 
82. Hughes M.A.; Dunn M.A. - The molecular biology of plant acclimation to low 
temperature. J. Exp. Bot. 47: 291-305 (1996). 
83. Huner N.P.A.; oquist G.; Sarhan F. - Energy balance and acclimation to light 
and cold. Trends Plant Sc. 3: 224-230 (1998). 
84.Isla M.I.; Salerno G.L.; Pontis H.G.; Vattuone M.M.; Sampietro A.R. - 
Purification and properties of the soluble acid invertase from 01yza sativa. 
Phytochem. 38: 321-325 (1995). 
85. Jeong B.R; Housley T.L. - Purification and characterization of wheat P-2,l. FFT 
activity. Plant Physiol. 100: 199-204 (1992). 
86. Jones K.H.; Senft J.A. - An improved method to determine cell viability by 
simultaneous staining with fluorescein diacetate-propidium iodide. J. Histochem. 
Cytochem. 33: 77-79 (1985). 
87. Kandler 0.; Hopf H. - Occurrence, metabolism and function of oligosaccharides. 
En "The biochemistry of Plants", vol. 3: 221-270, Academic Press, NY (1980). 
88.Koops, A.J.; Jonker, H.H. - Purification and characterization of enzymes of 
fiuctan biosynthesis in tubers of Helianthus tuberosus Colombia. I-Fructan hc tan  
hctosyltransferase. J. Exp. Botany 45: 1623- 163 1 (1994) 
89.Koops, A.J.; Jonker, H.H. - Purification and characterization of enzymes of 
fiuctan biosynthesis in tubers of Helianthus tuberosus Colombia. 11-Purification of 
1-SST and reconstitution of fiuctan synthesis in vitro with purified 1-SST and 1- 
FFT. Plant Physiol. 1 10: 1 167- 1 175 (1996). 
90. Koroleva O.A.; Farrar J.F.; Tomos A.D.; Pollock C.J. - Patterns of solute in 
individual mesophyll, bundle sheath and epidermal cells of barley leaves induced to 
accumulate carbohydrate. New Phytol. 136: 97- 104 (1997). 
91. Koroleva O.A.; Farrar J.F.; Tomos A.D.; Pollock C.J. - Carbohydrates in 
individual cells of epidermis, mesophyll and bundle sheath in barley leaves with 
changed export or photosynthetic rate. Plant Physiol. 118: 1525-1532 (1998). 
92.Koster K.L.; Leopold A.C. - Sugars and desiccation tolerance in seeds. Plant 
Physiol. 88: 829-832 (1988). 
93. Krishan A. - Rapid flow cytofluorimetric analysis of mammalian cell cycle by 
propidium iodide staining. J.Cell Biol. 66: 188-193 (1976). 
94.Krishnan H.B.; Blanchette J.T.; Okita T.W. - Wheat invertases. 
Characterization of cell wall-bound and soluble forms. Plant Physiol. 78: 241-245 
(1985). 
95.Kruger N.J. - Carbohydrate synthesis and degradation, en "Plant physiology, 
biochemistry and molecular . biology": 59-76 (Dennis D.T., Turpin D.M., eds.), 
Longman, Harlow (1990). 
96. Leone A.; Costa A.; Tucci M.; Grillo S. - Adaptation versus shock response to 
polyethylene glycol-induced low potential in cultured potato cells. Physiol. Plant. 
92: 21-30 (1994). 
97. Levitt J. - Responses of plants to environmental stresses. Academic Press (1972). 
98. Levitt J. - Responses of plants to environmental stresses, Vol. I y 11, Academic 
Press (1980). 
99. Lewis D.H. - Nomenclature and diagrarnic representation of oligomeric hctans - 
A paper for discussion. New Phytol. 124: 583-594 (1993). 
100. Lineberger D.; Steponkus P.L. - Cryoprotection by glucose, sucrose, and 
railhose to chloroplast thylakoids. Plant Physiol. 65: 298-304 (1980). 
101. Livingston 111 D.P.; Chatterton N.J.; Harrison P.A. - Structure and quantity 
of h c t a n  oligomers in oat (Avena spp.). New Phytol. 123: 725-734 (1993). 
102. Livingston 111 D.P.; Knievel D.P.; Gildow F.E. - Fructan synthesis in oat. I. 
Oligomer accumulation in stems during cold hardening and their in vitro 
synthesis in a crude enzyme extract. New Phytol. 127: 27-36 (1994). 
103. Liischer, M; Frehner M.; NosbergerJ - Purification and some properties of 
FFT fiom dandelion (Taraxacum oficinale Weber). New Phytol. 123: 437-442 
(1993). 
104. Luscher, M; Frehner M.; NosbergerJ - Purification and characterization of 
FFT from Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.)New Phytol. 123 :7 17- 
724 (1993). 
105. Luscher, M; Nelson C.J. - Fructosyltransferase activities in the leaf growth 
zone of tall fescue. Plant Physiol. 107: 1419-1425 (1995). 
106. Liischer, M; Erdin, M.; Sprenger, N.; Hochstrasser U.; Boller T.; Wiemkem 
A. - Inulin synthesis by a combination of purified fructosyltransferases fiom 
tubers of Helianthus tuberosus. FEBS Letters 385: 39-42 (1996). 
107. Marchessault RH.; Bleha T.; Deslandes Y.; Rev01 J.F. - Can. J. Chem. 58: 
24 15-24 17 (1980). 
108. McCleary ; Blakeney - Megazyme International Irelandltd., Technical Bulletin 
OFRl96 (1996). 
109. Mc. Donald 1.L - Adv. Carbohydr. Chem. 2: 253-277 (1946). 
1 10. McIlvaine - J. Biol. Chem. 49: 183 (192 1). 
11 1. McLeod A.M.; McCorquodale H.M. - Water-soluble carbohydrates of seeds of 
the Gramineae. New Phytol. 57: 168-182 81958). 
112. Mino Y.; Maeda K. - Changes in the activities of sucrose and fructosan 
hydrolizing enzymes in the haplocorn of timothy plant (Phleum pratense L.) 
after cutting. J. Jpn. Grassl. Sci. 22: 1-6 (1976). 
113. Mitchell D.E.; Madore M.A. - Patterns of assimilates production and 
translocation in muskmelon (Cucumis melo L.) 11. Low temperature effects. Plant 
Physiol. 99: 966-971 (1992). 
114. Naranjo C.A.; Arias F.H.; Gil F.E.; Soriano A. - Bromus pictus of the B. 
setzfolius complex (section Pnigma): numerical taxonomy and chromosome 
evidence for species rank. Can. J. Bot 68: 2493-2500 (1990). 
1 15. Nelson C.J.; Spollen W.G. - Fructans - Physiol. Plant. 71 : 5 12-5 16 (1987). 
116. Nicora E.G.; RGgolo de Agrasar Z.E. - Bromus, en " Los gkneros de 
gramheas de America Austral" : 296-298, hemisferio Sur (1987). 
117. Obenland D.M.; Simmen U.; Boller T.; Wiemken A. - Purification and 
characterization of three soluble invertases from barley (Hordeum vulgare L.) 
leaves. Plant Physiol. 101: 1331-1339 (1993). 
118. Ojima, K.; Isawa, T. - The variation of carbohydrates in various species of 
grasses and legumes. Can. J.Bot. 46: 1506-15 11 (1968). 
119. Okajima H.; Smith D. - Available carbohydrate fractions in the syem bases and 
seed of timothy, smooth bromegrass, and several other northern grasses. Crop 
Science 4: 3 17-320 (1964). 
120. Olien C.R. - Freezing stresses and survival. Annu Rev. Plant Physiol. 18: 387- 
408 (1967). 
121. Oliva G.E.; Montes L.; Mascd E.M. - Collecting native forage germplasm in 
Patagonia. Plant Genetic Resources News Letters 93: 34-37 (1993). 
122. Oliva G.E.; Rial P.; Borreli P. - Desertificacion y posibilidades de uso 
sustentable en la provincia de Santa Cruz, en "Taller International de Recursos 
Fitogeneticos, Desertificaion y Uso Susutentable" (Montes L, Oliva G.E., eds): 
26-32, INTA, Santa CW (1994). 
123. Pagnussat G.C.; Curatti L.; Salerno G.L. - Rice SPS: identification of an 
isoform specific for heterotrophic tissues with distinct metabolite regulation. 
Plant Physiol. (en prensa) (1999) 
124. Penson S.P.; Cairns A.J. - Fructan biosynthesis in excised leaves of wheat 
(Triticum aestivum L.): a comparison of de novo synthesis in vivo and in vitro. 
New Phytol. 128: 395-402 (1994). 
125. Percheron F. - Colorimetric determination of hctose and hctofuranosides by 
the thiobarbituric acid reaction. Compet Rendus Academie du Sceances, Paris 
255: 2521-2522 (1962). 
126. Pilon-Smits E.A.H.; Ebskamp M.J.N.; Paul M.J.; Jeuken M.J.W.; Weisbeek 
P.J.; Smeekens C.M. - Improved performance of transgenic hctan- 
accumulating tobacco under drought stress. Plant physiol. 107: 125-130 (1995). 
127. Pollock, C.J.; Jones, T. - Seasonal patterns of h c t a n  metabolism in forage 
grasses. New Phytol. 83:9- 15 (1979). 
128. Pollock C.J.; Lloyd E.J.; Stoddard J.L.; Thomas H. - Growth, photosynthesis 
and assimilate partitioning in Lolium temulentum exposed to chilling 
temperatures. Physiol. Plant. 59: 257-262 (1983). 
129. Pollock, C.J. - Physiology and metabolism of sucrosyl-hctans, en "Storage 
carbohydrates in vascular plants" (D.H. Lewis ed.) : 97-113, Cambridge univ. 
Press, Cambridge (1984). 
130. Pollock, C.J. - Environmental effects on sucrose and h c t a n  metabolism. En 
"Current topics in plant biochemistry and physiol" (D.D.Randa1, C.D.Miles, 
C.J.Nelson, D.G.Blevis, J.A. Miernik, eds), Vo1.5:32-46, Univ. Missouri, 
Columbia (1986) 
131. Pollock C.J.; Chatterton, N.J. - Fructans, en "The biochemistry of plants" Vol. 
14 (J. Preiss ed.): Academic Press, San Diego (1988). 
132. Pollock C.J.; Cairns A.J. - Fructan metabolism in grasses and cereals, en 
"Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology", Vol. 42: 77- 
101, Annual Reviews (1991). 
133. Pollock C.J.; Cairns A.J.; Sims I.M.; Housley T.L. - Fructans as reserve 
carbohydrates in crop plants. En "Photoassimilate distribution in plants and crops 
source-sink relationships" (Zamski and Schaffer, eds.) Ch. 5: 97-1 13 (1996). 
134. Pontis, H.G. - Observation on the de novo synthesis of hctosans in vivo. Arch. 
Biopchem. Biophys. 1 16: 4 16-423 (1966). 
135. Pontis H.G. - Separation of fi-uctosans by gel filtration. Anal. Biochem 23 : 33 1- 
333 (1968). 
136. Pontis H.G.; Wolosiuk R.A. - Studies on SS: I. Effect of trypsin on teh 
cleavage activity. FEBS lett 28: 86-88 (1972). 
137. Pontis H.G. - Riddle of sucrose, en "Plant Biochemistry II" (D.H.Northcote, 
ed.) Vol. 13: 79-1 17, University Park Press Baltimore (1977). 
138. Pontis H.G.; Babio J.R.; Salerno G.L. - Reversible unidirectional inhibition of 
SS by sulfides. P.N.A.S. 78: 6667-6669 (1981). 
139. Pontis H.G.; Salerno G.L. - Inhibition of SS cleavage activity by protein 
factors. FEBS Lett 141: 120-123 (1982). 
140. Pontis H.G.; Del Campillo E. - Fructans. En " Biochemistryof storage 
carbohydrates in green plants" ch. 5 : 205-227, Academic Press (1985). 
14 1. Pontis H.G. - Fructans and cold stress. J. Plant Physiol. 134: 148- 150 (1989). 
142. Pontis H.G. - Fructans, en "Methods in plant biochemistry" Vo1.2: 353-369, 
Academic Press (1990). 
143. Pontis H.G. - A discussion on the present model of h c t a n  biosynthesis, en 
"Current Topics in Plant Physiology: Sucrose metabolism, biochemistry, 
physiology and molecular biology" (H.G.Pontis, G.L.Salerno, E.J.Echeverria, 
eds.) Vol. 14: 190- 197 (1995). 
144. Preiss J.; Levi C. - Starch biosynthesis and degradation. En "Biochemistry of 
plants" V. 3 Carbohydrates: structure and function ( J. Preiss ed.): 371-423, 
Academic Press, New York (1980). 
145. Pressman E.; Schaffer A.A.; Compton D.; Zamski E. - The effect of low 
temperature and drought on the carbohydrate content of aspargus. J. Plant 
Physiol. 134: 214-217 (1989). 
146. Prud'homme M.P.; Gastal F.; Belanger G.; Boucaud J. - Temperature effects 
on partitioning of "C assimilates in tall fescue (Festuca amndinaceae Schreb.). 
New Phytol. 123: 255-261 (1993). 
147. Rehm J.; Willmitzer L.; Heyer A.G. - Production of l-kestose in transgenic 
yeast expressing a hctosyltransferase fiom Aspergdlus foetidus. J. Bacterial. 
180: 1305-13 10 (1998). 
148. Robson, M.J; Jewiss, 0.R - A comparison of British and North Afr-ican 
varieties of tall fescue (Festuca a d i n a c e a e ) .  I1 - Growth during winter and 
survival at low temperatures. J. Appl. Ecol. 5: 179- 190 (1968). 
149. Rober M.; Geider K.; Miiller-RSber B.; Wflmitzer L. - Shynthesis of 
hc tans  in tubers of transgenic starch-deficient potato plants does not result in an 
increased allocation of carbohydrates. Planta 199: 528-536 (1996). 
150. Rutherford P.P.; Deacon A.C. - P-Fructofuranosidases from roots of dandelion 
(Tarmacum oflcinale Weber). Biochem J. 126: 569-573 (1972). 
15 1. Salerno G.L.; Ianiro, J.L.; Tognetti, J.A.; Crespi, M.D.; Pontis H.G. - 
Differential induction of sucrose metabolizing enzymes in wheat (Triticum 
aestivum cv. San Agustin) leaf sections. J. Plant Physiol. 134: 2 14-2 17 (1989). 
152. Salerno G.L.; Pontis H.G. - Raffinose synthesis in Chlorella vulgaris cultures 
after a cold shock. Plant Physiol. 89: 648-65 1 (1989). 
153. Salisbury F.B.; Ross C.W. - En "Plant Physiology", Wadsworth (1992). 
154. Sambrook J.; Fritsch E.F.; Maniatis T. - Molecular cloning- Laboratory 
manual, CSH (1989). 
155. Sanger, Nicklen, Coulson - P.N.A.S. 74: 5463-5467 (1977). 
156. Santoiani C.S.; Tognetti J.A. ; Pontis H.G.; Salerno G.L. - Sucrose and 
h c t a n  metabolism in wheat roots at chilling temperatures. Physiol. Plant 87: 84- 
88 (1993). 
157. Satyanarayana M.N. - Biosynthesis of oligosaccharides and hctans in Agave 
Vera cruz: Part 111- Biosynthesis of oligosaccharides. Indian J. Biochem. Biophys. 
13: 261-265 (1976). 
158. Scott R.W.; Jefford T.G.; Edelman J. - Sucrose hctosyl transferase from 
higher plant tissues. Biochem. J. 100: 23-24 (1966) 
159. Scott RW. - Trmhctosylation in higher plants containing hctose polymers. 
PhD, London University (1968). 
160. Skverier R.; Hall R.D.; van der Meer I.M.; Hakkert H.J.C.; van Tunen A.J.; 
Koops A.J. - High level h c t a n  accumulation in a transgenic sugar beet. Nature 
Biotechnology 16: 843-846 (1998). 
161. Shinozaki K.; Yamaguchi-Shinozaki K. - Molecular responses to drought and 
cold stress. Plant Biotechnology (1998). 
162. Shiomi N.; Yamada J.; Izawa M. -Isolation and identificationof h c t o -  
oligosaccharides in roots of Asparagus (Asparagus aflcinalis L.). Agric. Biol. 
Chem. 40: 567-575 (1976). 
163. Shiomi N.; Yamada J.; Izawa M. - Synthesis of several hcto-oligosaccharides 
by Asparagus hctosyltransferases. Agric. Biol. Chem. 43: 2233-2244 (1979). 
164. Shiomi N.; Yamada J.; Izawa M. - A novel pentasaccharide in the roots of 
Asparagus (Asparagus aficinalis L.). Agric. Biol. Chem. 43: 1375- 1377 (1979). 
165. Shiomi N.; Izawa M. - Purification and characterization of SST from the roots 
of asparagus (Asparagus oficinalis). Agric. Biol. Chem. 44:603-6 14 (1 980). 
166. Shiomi N. - Two novel hexasaccharides from the roots of Asparagus oficinalis. 
Phytochenistry 20: 258 1-2583 (198 1). 
167. Shiomi N. - Purification and characterization of 6G-fiuctosy1transferase from the 
roots of asparagus (Asparagus oficinalis). Carbohydrate Res. 96: 281-292 
(198 1). 
168. Shiomi N. - Purification and characterization of lF-fiu~tos~ltransferase £ram the 
roots of asparagus (Asparagus oficinalis). Carbohydrate Res. 99: 157-169 
(1982). 
169. Shiomi N. - Carbohydrate Res. 106: 166-169 (1982). 
170. Shiomi N.; Kido H.; Kiriyama S. - F'urification and propertiesof SST in onion 
seeds. Phytochem. 24: 695-698 (1985). 
171. Shiomi, N. - Properties of fructosyltransferases involved in the synthesis of 
fructan in Liliaceous plants. J. Plant Physiology 134: 151 (1989). 
172. Siegl G.; Mackintosh C.; Stitt M. - FEBS Lett. 270: 198-202 (1991). 
173. Simmen U; Obenland D.; Boller T.; Wiemken A. - Fructan synthesis in 
excised barley leaves. Identification of two SST induced by light and their 
separation from constitutives invertases. Plant Physiol. 10 1 : 459-468 (1993). 
174. Simpson R.J.; Walker R.P.; Pollock C.J. - Fructan exohydrolase activity in 
leaves of Lolium temulentum L.. New Phytol. 119527-536 (1991). 
175. Simpson R.J.; B o ~ e t t  G.D. - Fructan exohydrolase from grasses. New Phytol. 
123: 453-469 (1993). 
176. Singh R.; Bhatia I.S. - Isolation and characterization of fiuctosyltransferase 
from chicory roots. Phytochemistry 10: 495-502 (197 1). 
177. Smith, D. - Classification of several native North American grasses as starch or 
fiuctosan accumulators in relation to taxonomy. J. Br. Grassl. Soc. 23: 306-309 
(1968). 
178. Smith, D. -The non-structural carbohydrates. In The biochemistry of herbage 
(G. W.Guttler, RW.Bailey, eds.) 2: 105-155. New York : Academic(l973). 
179. Smith, A.E. - j3-hctofuranosidase and invertase actibity in tall fescue culm 
bases. J. Agric. Food Chem. 24: 476-478 (1976). 
180. Solhaug K.A. - Effects of photoperiod and temperature on sugars and hctans in 
leaf blades, leaf sheaths and stems, and roots in relation to growth of Poa 
pratensis. Physiol. Plant. 82: 171- 178 (199 1). 
181. Somlo R; Durafiona C.; Ortiz R - Valor nutritive de especies forrajeras 
patagonicas. Rev. Arg. Prod. Anim. 5: 589-605 (1985). 
182. Soriano A. Sala O.E. - Emergence and survival of Bromus setlfolius seedlings 
in different microsites of patagonian arid steppe. Israel J. Bot. 35: 91-100 (1986). 
183. Soriano A.; Noguks Loza M.; Burkart S. - Plant biodiversity in the extra- 
andinean Patagonian: comparisons with neighbouring and related vegetation 
units, en "Taller Internacional de Recursos Fitogenkticos, Desertificaion y Uso 
Susutentable" (Montes L, Oliva G.E., eds): 36-44, INTA, Santa Cruz (1994). 
184. Spiro R.G. - Analysis of sugars found in glycoproteins. Methods in Enzymology 
8: 3-26 (1966). 
185. Spollen W.G.; Nelson C.J. - Response of fructan to water deficit in growing 
leaves of tall fescue. Plant Physiol. 106: 329-336 (1994). 
186. Sprenger N.; Bortlik K.; Brandt A.; Boller T; Wiemken A. - Purification, 
cloning, and functional expression of 6-SFT, a key enzyme of h c t a n  synthesis 
in barley. P.N.A.S. 92: 11652-1 1656 (1995). 
187. Sprenger N.; Schellenbaum L.; van Dum K.; Boller T.; Wiemken A. - 
Fructan synthesis in transgenic tobacco and chicory plants expressing barley 6- 
SFT. FEBS Lett. 400: 355-358 (1996). 
188. Srepel; Mijatovic - Acta Pharm. Jugosl. 25: 189-191 (1975). 
189. St John, A.; Bonnett, G.D.; Simpson R.J.; Tanner, G.J. -A hctan:hctan 
hctosyltransferase activity from Lolium rigidum. New Phytol. 135: 235-247 
(1997). 
190. Stitt M.; Steup M. - Starch and sucrose degradation, en "Enciclopedia of plant 
















































































































































































































204. Van den Ende, W.; De Roover J.; Van Laere, A,- In vitro synthesis oi 
hctofuranosyl-only oligosaccharides from inulin and hctose by purified 
chicory root FFT. Physiol. Plant. 97: 346-352 (1996). 
205. Van den Ende W.; Van Laere A. - De novo synthesis of hc tans  fi-om sucrose 
in vitro by a combination of two purified enzymes (SST and FFT) from chicory 
roots (Cichorium intybus L.). Planta 200: 335-342. 
206. Van den Ende, W.; Van Wonterghem, D.; Dewil, E.; Verhaert, P.; De Loof 
A.; Van Laere, A.- Purification and characterization of 1-SST, the key enzyme 
initiating h c t a n  biosynthesis in young chicory roots (Cichorium intybus). 
Physiol. Plant. 98: 455-466 (1996). 
207. Van den Ende, W.; Van Wonterghem, D.; Verhaert, P.; Dewii, E.; Van 
Laere, A. - Purification and characterization of FFT from chicory (Cichorium 
intybus L.) roots. Planta 199: 493-502 (1996). 
208. Van der Meer J.M.; Ebskamp M.J.N., Visser R.C.F.; Weisbeek P.J.; 
Smeekens S.C.M. - Fructan as a new carbohyadrate sink in transgenic potato 
plants. Plant Cell 6: 561-570 (1994). 
209. Van der Meer I.M.; Koops A.J.; Hakkert J.C.; van Tunen A.J. - Cloning of 
the h c t a n  biosynthesis pathway of Jerusalem artichoke. Plant J. 15: 489-500 
(1998). 
2 10. Vijn I.; van Dijken A.; Sprenger N.; van Dun K.; Weisbeek P.; Wiemken A.; 
Smeekens A. - Fructan of the inulin neoseries is synthesized in transgenic 
chicory plants (Cichorium infybus L.) harbouring onion (Allium cepa L.) 6G- 
FFT.  Plant J. 1 1 :  387-398 (1997). 
21 1 .  Vijn I.; van Dijken A.; Liischer M.; Bos A.; Smeets E.; Weisbeek P.; 
Wiemken A.; Smeekens A. - Cloning of 1-SST from onion and synthesis of 
structurally defined h c t a n  molecules from sucrose. Plant Physiol. 117: 1507- 
1513 (1998). 
212. Wagner W.; Keller F.; Wiemken A. - Fructan metabolism in cereals: induction 
in leaves and compartmentation in protoplasts and vacuoles. ZeitschrFft fiir 
pflaflzen physiologie 1 12: 359-372 (1983). 
2 13. Wagner W.; Wiemken A. - Regulation of h c t a n  metabolismin leaves of barley 
(Hclrdeum vulgare L. cv. Gerbel). Plant Physiol. 8 1 : 444-447 (1986). 
214. Wagner W.; Wiemken A. - Properties and cellular localization of fi-uctan 
hydrolase in the leaves of barley (Hordeurn vulgare L. cv. Gerbel). J. Plant 
physiol. 123: 429-439 (1986). 
215. Wagner W.; Wiemken A. - Enzymology of fi-uctan synthesis in grasses. 
Properties of SST in barley leaves (Hordeurn vulgare L. cv Gerbel). Plant 
Physiol. 85: 706-710 (1987). 
216. Walker J.L.; Huber S.C. - Purification and preliminary characterization of 
sucrose-phosphate synthase using monoclonal antibodies. Plant Physiol. 89: 5 18- 
524 (1989). 
217. Walker RP.; Winters A.L.; Pollock C.J. - Purification and characterization of 
invertases fkom leaves of Lolium temulentum. New Phytol. 133: 259-266 
(1997). 
2 18. Wang C.; Tillberg J-E. - Effect of N deficiency on accumulation of fi-uctan and 
fi-uctan metabolizing enzyme activities in sink and source leaves of barley 
(Hordeurn vulgare L.). Physiol. Plant 97: 339-345 (1996). 
219. Wiemken V.; Ineichen K. - Effect of temperature and photoperiod on the 
raf iose  content of spruce roots. Planta 190: 387-392 (1993). 
220. Wolosiuk R.A.; Pontis H.G. - Studies in sucrose synthetase. Kinetic 
mechanism. Arch. Biochem Biophys. 165: 140- 145 (1974). 
221. Xu J.; Pemberton G.H.; Almira E.C.; McCarty D.R, Koch ICE. - The Ivr I 
gene for invertase in maize. J. Plant Physiol. 108: 1293- 1294 (1995). 
222. Yamamoto S.; Mino Y. - Partial purification and properties of phleinase 
induced in stem base of orchardgrass after defoliation. Plant Physiol. 78: 591-595 
(1985). 
223. Yamamoto S.; Mino Y. - Mechanism of phleinase induction in the stem base of 
orchardgrass after defoliation. J. Plant physiol. 134: 258-260 (1989). 
224. Yancey P.H.; Clark M.E.; Hand S.C.; Bowlus RD.; Somero G.N. - Living 
with water stress: evolution of osmolyte systems. Science 217: 1214-1222 
(1982). 
Fundacion para lnvestigaciones ~iol6gicas Aplicadas 
Centro de lnvestigaciones Biologicas 
VlEYTES 3103 
CASILLA DE CORREO 1348 
7600 MAR DEL PLATA 
ARGENTINA 
TEL. (54-23) 74-8784 
TEL. (54-23) 74-8257 
TEL. (54-23) 75-71 20 
Mar del Plata, 5 de febrero de 1999.- 
Subcomisibn de Doctorado 
Departamento de Ciencias Biolbgicas 
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 
Universidad de Buenos Aires 
De mi mayor consideracibn: 
Adjunto a la presente el informe final del director de la 
Tesis para optar al titulo de Doctor en Ciencias Biologicas de la Licenciada Andrea 
Fabiana Puebla. La Tesis "Estudios bioquimicos y moleculares del metabolismo de 
hctanos en respuesta a estreses ambientales en G r d n e a s  nativas" h e  realizada bajo 
la direccion del Dr. Horacio G. Pontis en el Centro de Investigaciones Biologicas de la 
F.I.B.A.. 
Sin otro particular saludo atentarnente 
4%. ~ n d r e d ~ .  Puebla Dr. Horacio G. Pontis 
VlEYTES 31 03 
CASILLA DE CORREO 1348 
7600 MAR DEL PLATA 
ARGENTINA 
PI IE3.A' 
Fundacion para lnvestigaciones Biologicas Aplicadas 
Centro de lnvestigaciones Biologicas 
TEL. (54-23) 74-8784 
TEL. (54-23) 74-8257 
TEL. (54-23) 75-71 20 
Tesis de la Licenciada Andrea F. Puebla 
Tema: "Estudios bioquimicos y moleculares del metabolismo de fructanos en 
respuesta a esterases ambientales en Gramimeas nativas" 
Informe final del Director 
1.- Andisis critic0 de la labor realizada 
El trabajo de la Licenciada Puebla comenz6 en 1993 con la idea de usar a la flora 
patag6nica nativa, que s&e durante su ciclo de vida periodos de sequia y bajas 
temperaturas, como modelo experimental para estudiar el rol del metabolismo de 10s 
polimeros de hctosa en la tolerancia a aquellos estresps abi6ticos. 
El trabajo se inicid con la recolecci6n de Gramineas nativas pertenecientes a 10s 
gtneros Agropyron, Festuca, Poa y Bromus de distintas regiones de la Patagonia. 
Desputs de un andisis preliminar se prosigui6 el trabajo usando solamente a Bromus 
como sistema, ya que este gtnero presentaba .la ventaja de poseer especies 
relacionadas en la regi6n norte del pais y por consiguiente adaptadas a un rkgimen 
hidrico y de temperaturas totalmente diferente al de las plantas patag6nicas. Se utilizo 
a Bromus auleticus como especie del norte y Bromus pictus como modelo de especie 
tolerante. 
Los estudios iniciales se concentraron en el anhlisis comparativo de 10s &cares 
que contienen hc tosa  en ambas especies de Bromus bajo condiciones fisiol6gicas 
distintas, ensayando tratamientos de sequia y bajas temperaturas en plantas adultas de 
Bromus pictus y Bromus auleticus. 
Ademhs de determhar 10s niveles de hidratos de carbon0 presentes en las 
plantas, se midieron las actividades de diversas enzimas relacionadas con el 
metabolismo de sacarosa y fructanos en general. I 
Completando este estudio se han realizado numerosos experimentos destinados a 
purificar la SST de Bromus pfctus. Para ello se desmoll6 un mttodo original para la 
determinaci6n de esta enzima, de manera que es ahora factible poder seguir la 
actividad de la misma en tiempos compatibles con la purificaci6n de proteinas. 
A1 mismo tiempo se ensayaron ttcnicas para separar 10s distintos oligosaciuidos 
de la sene de fructanos de la especie patagbnica, utilizando para el10 un tamiz 
molecular adecuado, con el objeto de analizar 10s patrones de &cares encontrados. 
En el final de esta etapa tambitn se procedi6 a realizar estudios de viabilidad 
celular para poder determinar el daiio en 10s tejidos de ambas especies, causado por 10s 
tratamientos ensayados. 
En una segunda etapa se ha estado estudiando a Bromus pic- a nivel molecular, 
realizando anasis de 10s genes del metabolismo de hctanos. Con este objetivo se 
solicit6 y se obtuvo de investigadores suizos la cesi6n de un clon correspondiente al 
cDNA de la enzima 6-SFT de cebada, rinica secuencia clonada del metabolismo de 
Fundacidn para lnvestigaciones Biologicas Aplicadas 
Centro de lnvestigaciones Biol6gicas 
fhctanos de Gramheas. Este clon se utiliz6 comb herramienta para intentar el 
aislamiento de genes del metabolismo de 10s polimeros de fructosa de Bromus pictus. 
Para este trabajo se construyb una biblioteca de cDNA, o sea una biblioteca de 
expresibn, que permitiera el aislamiento de 10s clones buscados. Paralelamente se 
realizaron ensayos de RT-PCR con oligonucle6iidos especificos. 
Con respecto a su desempeiio durante estos aiios, la Licenciada Puebla demostrb 
un gran entusiasmo por su trabajo, al cud aport6 inteligencia, perseverancia y una gran 
dedicacibn. A1 mismo tiempo se mantuvo al dia con todos 10s trabajos que heron 
apareciendo en la literatura sobre su tema. Su dedicaci6n le ha permitido publicar un 
trabajo en una revista international de reconocido prestigio y someter otro para su 
publicacibn. Durante este tiempo ha comunicado 10s resultados parciales que ha ido 
obteniendo en distintas reuniones nacionales e internacionales 
2.- Resultados obtenidos 
Los experimentos realizados con las distintas especies de Bromus han podido 
demostrar que 10s polimeros de fhctosa en la especie patagbnica (Bromus pictus) son 
expresados en foma continua y por consiguiente se puede decir que son de naturaleza 
constitutiva en e s a  especie, tanto bajo condiciones normales de temperatura y riego, 
como bajo fenbmenos de bajas temperaturas y dkficit hidrico. Por el contrario, 10s 
polimeros que aparecen en Bromus auieticus, especie del norte, sblo lo hacen cuando 
la planta es sometida a bajas temperaturas. Sin embargo, no existe diferencias 
cualitativas apreciables entre 10s distintos .polheros que se observa. en ambas 
especies. H 
A nivel enzimatico sucede algo semejante;sin embargo la actividad de la SST 
presente en Bromus pic- tiende a aumentar en forma continua, mientras que en la 
especie del norte baja, despuks de haber mostrado un pico de actividad en 10s primeros 
dias de tratamiento. . 
Una observacibn muy importante relacionada con la viabilidad de 10s tejidos de 
ambas especies, se pudo efechlar usando colorantes fluorescentes que permitieron 
mostrar que las raices de Brornus pictus toleraban en alto grado el dkficit hidrico, 
mientras que las de Bromus auleticus sufn'an un fuerte dafio. Estos resultados parecen 
indicar que la aparente presencia constitutiva de 10s polimeros de fructosa en la 
especie patag6nica le confiere la tolerancia obsewada. 
LOS resultados obtenidos en cuanto a la purificacibn parcial de la enzima SST 
sugieren una gran semejanza de las enzimaas del metabolismo de hctanos con las 
invertasas Acidas de plantas. Las caracteristicas bioquimicas encontradas en la SST de 
Bromus pictus heron sirnilares a las de otras especies vegetales, sugiriendo una 
localizacibn vacuolar de la misma. , 
Debe destacane que 10s estudios realizados en las plantas nativas de la Patagonia 
en cuanto a la presencia de polimeros de hctosa, su relacibn con fenbmenos 
- I  ambientales y su tolerancia a 10s mismos, no han sido hasta la fecha descriptos. 
_ . ' ,  
I . AdemC es importante mencionar que el mCtodo analitico desarrollado, a que se hace 
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referencia mas arriba, es tambiCn el primer0 en el cud se pueden determinar en foma 
especifica, sin interferencia, el t r isac~do,  product0 de la reacci6n de la SST., 
El clonado de fiagmentos correspondientes a genes de enzimas del metabolismo 
de fi-uctanos nos permiti6 compararlos con otros aislados de otras especies vegetales y 
nos provee una herramienta fundamental para clonar 10s genes completosde estas 
enzimas. , , . 
Finalmente, este trabajo incluye el primer infome de la construcci6n de una 
biblioteca de cDNA en plantas nativas argentinas. 
3.- Grado de participaci6n en las publicaciones 
Cabe destacarse que en cuanto a las comunicaciones nacionales e internacionales 
y a las publicaciones realizadas, la Licenciada Puebla ha tenido en ellas un rol 
fundamental. 
I 
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ABSTRACT 
A new method is described that allows the quantification in plant extracts of the activity 
of the enzyme that initiates fructan biosynthesis, sucrose-sucrose fructosyl transferase 
(sucrose-sucrose fructosyl transferase, EC. 2.4.1.99). The procedure is based in the use 
of a sucrase that does not hydrolyse the reaction product, fructosylsucrose. Thus, it 
allows the destruction of unreacted sucrose by converting it into monosaccharides, 
permitting the direct colorimetric estimation of fructosylsucrose. This method is as 
sensitive and reproducible as a radioactive method and is faster than any of the 
conventional procedures, well suited for systematic and screening analysis of plant 
material as well as for following enzyme purification. 
KEY WORDS 
Sucrose-Sucrose Fructosyltransferase, SST, Fructans, Sucrase, Fructosylsucrose, TBA 
method. 
ABREVIATIONS 
SST: sucrose-sucrose fructosyltransferase 
TBA: thiobarbituric acid 
INTRODUCTION 
Fructans are polymers of fructose carrying a D-glucosyl residue at the end of the chain 
attached via a 13-(2+1)-linkage as in sucrose. They constitute a series of homologous 
oligosaccharides which can be considered as derivatives of sucrose (Hirst, 1957). 
Fructans are widely distributed in the plant kingdom. They are not only present in 
monocotyledons and dicotyledons, but also in cyanobacteria and in green algae (Meier 
and Reid, 1982; Pontis and Del Campillo, 1985; Pollock, 1986). Even taking a 
conservative approach regarding reports on fructan presence, Hendry (1987) predicts that 
the species world-wide which can be expected to contain fructans is about 12% of the 
angiospermous flora, Compositae being the dominant family. Functionally, fructans 
complement or even replace starch as the principal plant storage carbohydrate. In 
addition, fructans may also play a role in the tolerance to drought and cold stress (Pontis, 
1987; Hendry, 1993). 
Plant fructan biosynthesis is synthesized via repetitive fructosyl transference (Pollock. 
1986) and is initiated by the action of sucrose-sucrose fructosyltransferase (sucrose- 
sucrose fructosyltransferase, EC 2.4.1.99) converting two molecules of sucrose into 
glucose and a trisaccharide, according to the following reaction 
2 sucrose -+glucose + fructosylsucrose 
The existing methods for measuring SST activity are based on the determination of 
glucose or fructosylsucrose formed. Glucose has been estimated using hexokinase, 
phosphoglucoisomerase and glucose-6-phosphate dehydrogenase (Bhatia and Nandra, 
1979; Shiomi and Izawa, 1980). However, glucose is also produced together with fructose 
by invertase action on sucrose, commonly present in plant extracts. Because other 
reactions may cause changes in the concentration of glucose or fructose, measurement 
by this procedure provides only an approximate estimate of the rates of trisacccharide 
synthesis. 
The methods available for measuring directly the trisaccharide must separate it from 
glucose and unreacted sucrose, and from any fructose that may have been produced. 
Acid crystalline yeast invertases have been used to remove unreacted sucrose (Pontis, 
1966) but it was recently proved (McCleary and Blakeney, 1996) that this type of 
invertases hydrolases some members of the fructan series making its use controvertially. 
The separation and subsequent determination of the trisaccharide may be carried out 
by paper chromatography (PC) (Tognetti et al, 1988), thin layer chromatography (TLC) 
(Wagner, 1983), gas liquid chromatography (GLC) (Darbyshire and Henry, 1978), high 
perfomance liquid chromatography (HPLC) (Frehner et al., 1984; Cairns and 
Pollock,1988), and anion -exchange chromatography coupled with pulse amperometric 
detection (HPAEC-PAD) (Chatterton et al., 1989). The first three methods are slow, each 
having its own cumbersome step. The methods using columns are faster and permit also 
the measurement of any of the isomers of fructosylsucrose found in nature, but the 
equipment needed is not available in all laboratories. 
We describe here a method for the assay of SST involving a sucrase that does not 
hydrolyse fructosylsucrose, and thus allows the destruction of the unreacted sucrose by 
transforming it into monosaccharides. This procedure permits the direct estimation of 
fructosylsucrose which is simpler and faster than any of the conventional procedures, 
being well suited for systematic and screening analysis of plant material as well as for 
following enzyme purification. 
RESULTS AND DISCUSSION 
An important step in many of the methods for measuring SST activity is the removal of 
the large excess of the substrate sucrose that remains unreacted, that even may be a 
problem for some chromatographic procedures. The problem may be solved by 
hydrolysing sucrose with invertase and destroying the resulting glucose and fructose (or 
any monosaccharide present) by boiling with sodium hydroxide. Pontis (1966) reported 
that crystalline yeast invertase hydrolyses sucrose while acting very slowly on the lower 
members of the fructan series, and that this action may be rendered insignificant by 
careful selection of the incubation conditions. However, it has been shown recently 
(McCleary and Blakeney, 1996) that this is not the case, and that yeast invertase does 
hydrolyse fructosylsucrose, even if at approximately 20% of the rate of sucrose hydrolysis, 
making it unsuitable for removing unreacted sucrose in SST activity assays. 
McCleary and Blakeney (1996) found a sucrase that acts on sucrose at pH 6.5 and 
does not hydrolyse fructosylsucrose. This allows the destruction of unreacted sucrose by 
its transformation into monosaccharides and the development of a procedure permiting 
the direct estimation of the trisaccharide. 
The procedure that we have developed involves two successive incubations. In the first 
one glucose and fructosylsucrose are produce by the action of SST, while in the second 
unreacted sucrose is hydrolysed by the specific sucrase, followed by destruction of the 
monosaccharides by boiling with alkali. The length of the first incubation depends on SST 
activity. The selected time for the second one is a compromise between the amount of 
sucrase that may be used, and the amount of sucrose that can be hydrolysed during that 
time. Under the conditions selected 0.25 U of sucrase could hydrolyse up to 4 pmoles of 
sucrose. The second incubation may be shortened to half its time by using more sucrase. 
After destruction of the monosaccharides, fructosylsucrose is measured directly with the 
thiobarbituric acid method. The TBA method estimates up to 25 nm of trisaccharide (50 
nmoles of fructose). Thus, the procedure determines as little as 5 to 100 nmoles of 
fructosylsucrose without interference of the glucose present in the molecule (data not 
shown). 
The applicability of the present method was tested by the determination of SST activity 
in various plant extracts. Representative results are shown in Fig. 1. The rate of 
production of fructosylsucrose is linear and proportional to the volume of extract used as 
well as to the incubation time (Fig. 1, inset). A comparison of the present procedure with 
the measurement of SST activity by determination of the incorporation of ['4~]-sucrose 
into fructosylsucrose is presented in Table 1. Both techniques estimated a similar SST 
activity, but the radioactive procedure took at least 35 hs to measure fructosylsucrose 
against 2 hs by the present one. The differences in values obtained by both methods fall 
inside statistical variation. 
CONCLUSION 
We described a new method for the assay of SST in plants homogenates using a 
sucrase for hydrolising unreacted sucrose and quantifing trisaccharide by the colorimetric 
method of TBA. 
The method described in this work is a very sensitive and reproducible assay and is 
well suited for analysis of enzyme activities in crude extracts as well as in purified 
preparations. It is simpler and faster than other methods where every other sample must 
be measured successively, allowing the measuring of large numbers of samples at the 
same time. 
MATERIALS AND METHODS 
Reagents 
Sucrase was obtained from Megazyme International Ireland, Co. Wicklow, Ireland. The 
enzyme solution also contains B-amylase (6. cereus), pullulanase (K. pneumoniae) and 
maltase (yeast). The sucrase reagent was prepared by dissolving the contents of one vial 
(50 U Sucrase) in 22 ml of 100 mM sodium maleate buffer pH 6.5. The solution is divided 
into aliquots of appropiate volume and store frozen in polypropylene containers until use. 
Thiobarbituric acid (TBA) was purified according to Waravdekar and Saslaw (1 959). The 
TBA reagent was prepared by dissolving 342 mg of the purified chemical in 100 ml of 10 
mM HCI. This solution may be kept at 4O C for at least 2 months. Prior to its utilization, 
TBA solution is diluted 1:1 in concentrated HCI (12 M). The TBA-HCI solution should be 
kept in the dark at 4O C and should be used within the day. 
Plant material 
Bromus pictus, wheat ( Triticum aestivum), barley (Hordeurn vulgare), chicory 
(Cichorium intybus) and Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) were grown as 
described by Puebla et al. (1997). Samples of roots, tubers and shoots were powdered in 
liquid nitrogen. The powder was extracted inmediately or kept at - 80° C until it was used. 
Protein extraction 
The plant powder was extracted in a buffer containing 50 mM citrate-maleate pH 5.2, 
1 % polyvinyl polypyrrolidone (PVPP), 10 mM B-mercaptoethanol, 0.1 mM 
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 1 pg ml-' pepstatin, and 10 mM NaHS03. Extracts 
were centrifuged at 20,000 x g for 30 min. The clarified supernatant was either used 
inmediately or filtered through Sephadex G-50 columns to separate carbohydrates if the 
amount present in the extracts was too high. 
Sucrose-sucrose fructosyltransferase assay 
The SST reaction mixture contains: 200 mM sucrose; 100 mM acetate buffer pH 5.2; 
and enzyme in a total volume of 50 PI. Blanks had the same reaction mixture but without 
sucrose. Incubation was carried out at 30° C for the selected time (linearity has been 
checked up to 4 hs). Reaction was stopped by heating. Then, 1-20 p1 of each reaction 
mixture were added to tubes containing 0.25 U of sucrase, in a final volumen of 0.4 ml of 
50 mM sodium maleate buffer pH 6.5, and the hydrolysis of unreacted sucrose was 
allowed to proceed for 1 h at 40°C. Sucrase treated samples were allowed to cool at room 
temperature, and aliquots were heated in a final volume of 250 p1 of 0.4 M NaOH for 10 
min at 100°C. The amount of fructosylsucrose formed is determined by adding 0.6 ml of 
the TBA-HCI reagent, and heating for 7 min at 100°C. After cooling, the absorbance of all 
solutions was measured at 432 nm. 
SST was also assayed by a radioactive method according to Tognetti et al. (1 989). 
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TABLE 1 
SST activity measured by colorimetric and radioactive procedures in Bromus pictus and 
Hordeum vulgare extracts 
Plant Bromus pictus Hordeum vulgare 
extract 
Method 
colorimetric radioactive colorimetric radioactive 
fructosylsucrose (nmoles) 
ND: non determined. 
Legends to figures 
FIG 1. Effect of enzyme levels in various plant extracts on the rate of fructosylsucrose 
formation. Bromus pictus, A barley, wheat, A chicory, Jerusalem artichoke. The 
inset shows a time curve for various plant extracts using a 30 pl alicuot. SST extraction 
and incubation procedures performed as described under Materials and Methods. 
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